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Resumen 
Las nanopartículas magnéticas de óxido de hierro (magnetita/maghemita) 
constituyen uno de los sistemas más prometedores dentro del campo de la biomedicina y 
biotecnología. En la presente tesis se ha estudiado la preparación de suspensiones 
coloidales de partículas de magnetita/maghemita para aplicaciones biotecnológicas o 
biomédicas, abarcando desde la síntesis de partículas por métodos convencionales como 
la coprecipitación, hasta métodos más novedosos como la descomposición en medio 
orgánico para la obtención de partículas uniformes.  Se han seleccionado tres tipos de 
recubrimientos, un polímero natural como la agarosa, una molécula de bajo peso 
molecular como el DMSA, con propiedades apantalladoras limitadas pero muchos grupos 
activos para ser funcionalizados y un polímero como el PEG muy biocompatible. 
Las nanopartículas obtenidas por coprecipitación fueron recubiertas con agarosa 
para ser empleadas como un soporte para la inmovilización de proteínas de fusión que 
contienen como etiqueta de afinidad un dominio tipo lectina.  Este sistema permitió la 
detección y purificación de proteínas recombinantes fusionadas al módulo lectina de la 
proteína hemolítica del hongo Laetiporus sulphureus.  La interacción entre las 
nanopartículas y la proteína de fusión presentó un carácter bioespecífico, dirigido 
espacialmente, reversible y accesible al corte con proteasas.  Además, al conjugar enzimas 
al módulo lectina de LSL fue posible mantener la actividad enzimática de las mismas sobre 
el soporte magnético y posteriormente recuperar la proteína manteniendo su actividad 
biológica. 
Para la preparación de nanopartículas para ensayos in vivo (agentes de contraste en 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o transportadoras de fármacos) se ha elegido el 
método de la descomposición térmica de precursores orgánicos de hierro en disolventes 
orgánicos y en presencia de surfactantes.  Este método permite la obtención de 
nanopartículas magnéticas monodispersas y muy cristalinas cuyo tamaño medio se puede 
controlar mediante el ajuste de diferentes parámetros de la reacción: cantidad de 
reactivos, disolvente, surfactante, tiempo, etc.  La transferencia a medio acuoso se llevó a 
cabo mediante una reacción de intercambio de ligandos del ácido oleico de la superficie de 
las nanopartículas por el ácido dimercaptosuccínico.  Posteriormente las nanopartículas 
fueron conjugadas covalentemente a polietilénglicol (PEG) derivatizado con grupos amino 
en el terminal de la cadena, a través de una reacción mediada por carbodiimida, 
permitiendo obtener suspensiones de nanopartículas estables en agua con diámetros 
hidrodinámicos menores de 100 nm apropiados para la aplicación biomédica de estas 
nanopartículas. 
  
Las nanopartículas obtenidas se evaluaron in vitro como agentes de contraste para 
imagen por Resonancia Magnética Nuclear midiendo las propiedades relaxométricas de 
las suspensiones coloidales , y como transportadores de fármacos, estudiando su posible 
funcionalización con  dos péptidos: CIGB300 y CIGB500 con vistas al tratamiento de 
diferentes enfermedades..  Los valores de relaxividad obtenidos son similares o mayores 
que los de los agentes de contraste comerciales.   
La citotoxicidad de las nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG se 
evaluó en diferentes líneas celulares, así como posibles afectaciones en los parámetros 
hematológicos o daños genotóxicos.  Los resultados demuestran que las nanopartículas no 
tienen efectos tóxicos, ni genotóxicos asociados a su tratamiento a las dosis estudiadas 
(0.3 mg/ml in vitro y 2,5 mg/kg in vivo). 
También se siguió la farmacocinética y biodistribución de las nanopartículas en un 
modelo animal de ratas Wistar.  Mediante la combinación de métodos magnéticos y no 
magnéticos se pudo evaluar la acumulación de las nanopartículas en hígado, bazo, 
pulmones y riñones y seguir su proceso de degradación a lo largo del tiempo y su 
influencia en determinados puntos de la ruta metabólica del hierro.  Los resultados 
obtenidos permiten describir de forma general el proceso de biodistribución de las 
nanopartículas de óxido de hierro recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG en un modelo 
animal de ratas Wistar.  Las nanopartículas administradas de forma intravenosa, a través 
de la vena de la cola, se mantienen en el torrente sanguíneo aproximadamente 10 minutos 
para las NP-DMSA y ~ 1 h para NP-PEG-(NH2)2.  Estas se acumulan en órganos bien 
irrigados y ricos en macrófagos como el hígado, los pulmones y el bazo.  El proceso de 
opsonización de las nanopartículas, así como su reconocimiento por las células del sistema 
retículo endotelial ocurre rápidamente.  Las nanopartículas son incorporadas a la célula 
vía endocitosis y se ubican en compartimentos acídicos donde comienza su proceso de 
degradación, así como la activación de la ruta metabólica del hierro.  Las proteínas DMT-1 
y ferrireductasa median en el proceso de liberación del hierro al citosol, el cual puede 
seguir diferentes vías: incorporación a proteínas mitocondriales con grupos hierro-azufre, 
síntesis del hemo, almacenamiento en complejo con ferritina o ser exportado al exterior 
celular.  Al ser exportado a la matriz extracelular en su forma ferrosa, el hierro es 
rápidamente reconocido por dos proteínas (Ceruloplasmina y Hefestina) que lo oxidan 
para evitar la generación de radicales libres, y daños en membranas celulares y proteínas.  
Este Fe3+ es reconocido por la apo-transferrina, que se activa a transferrina y es la proteína 
encargada de su transporte hasta la médula ósea (función hematopoyética) o para su 
almacenamiento en el hígado.  
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Capítulo 1. Introducción 
 
1.1. Nanomedicina 
 
La nanotecnología se ha definido como la actividad científico-tecnológica 
involucrada en el diseño, síntesis, caracterización y aplicación de materiales y dispositivos 
con al menos una de las dimensiones en la nanoescala (generalmente 1-100 nanómetros) 
(NNI, 2011).  El desarrollo creciente de este campo, así como su inserción en las áreas de 
la salud y la medicina han dado lugar a la aparición de un nuevo subtérmino: 
Nanomedicina.  Esta tiene como objetivo el desarrollo de herramientas para diagnosticar, 
prevenir y tratar enfermedades.  Uno de los grandes retos en este proceso reside en el 
desarrollo de “nanoterapias”, que se puedan dirigir de forma selectiva a los tejidos y 
órganos enfermos, evitando así los efectos secundarios de los tratamientos actuales 
(Lechuga, 2011). 
Las principales ventajas de la utilización de los nanomateriales en aplicaciones 
biomédicas son: i) Su escala de tamaño similar a biomoléculas, tales como receptores, 
anticuerpos y ácidos nucleicos (Figura 1).  Los nanomateriales también derivatizados con 
biomoléculas pueden ser dirigidos hacia orgánulos específicos dentro de ciertos tejidos o 
incluso el movimiento de células enteras para la localización en determinado sitio diana.  
ii) Estas nanoestructuras a menudo pueden superar los problemas de solubilidad y 
estabilidad que presentan formulaciones tradicionales basadas en biomoléculas a través 
de procesos de modificación superficial.  iii) Algunas nanoestructuras presentan nuevas 
propiedades físicas, tales como las propiedades ópticas en el caso de los quantum-dots, 
que se pueden utilizar como herramientas de imagen (Liu et al., 2013).  iv) Debido al 
tamaño nanométrico, estos nanosistemas presentan una elevada relación área 
superficial/volumen y por tanto una gran capacidad de carga terapéutica útil en su 
superficie (isótopos radiactivos o fármacos de quimioterapia) que se puede dirigir o 
encapsular en dicha nanoestructura.  Una vez en el sitio diana y reconocido por un 
receptor, la alta dosis de carga terapéutica puede causar un efecto mayor en el lugar de 
destino.  v) Finalmente, estos sistemas nanoparticulados, a través de procesos de 
direccionalización pasiva o activa, pueden realizar el proceso de liberación del fármaco de 
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una forma mucho más controlada y reducir procesos de toxicidad y efectos adversos si se 
compara con formulaciones tradicionales (Wang et al., 2013). 
 
 
Figura 1.  Tamaño relativo de los organismos y biomoléculas que pueden interaccionar con las nanopartículas. 
 
El campo de acción de herramientas nanotecnológicas aplicadas a biomedicina se ha 
dividido de forma general en tres grupos principales: el diagnóstico, la liberación 
controlada de fármacos y la medicina regenerativa.  El nanodiagnóstico consiste en el 
desarrollo de sistemas analíticos y de imagen para detectar una enfermedad en las etapas 
más tempranas posibles tanto in vivo como in vitro.  La nanoterapia pretende dirigir 
sistemas de liberación de fármacos de forma activa que contengan elementos de 
reconocimiento para actuar o transportar y liberar medicamentos exclusivamente en las 
células o zonas afectadas, a fin de conseguir un tratamiento más efectivo, minimizando los 
efectos secundarios.  La medicina regenerativa tiene como objetivo reparar o reemplazar 
tejidos y órganos dañados aplicando herramientas nanotecnológicas (Lechuga, 2011).  En 
la Tabla 1 se resumen los principales productos aprobados por las agencias regulatorias 
para su uso en nanomedicina.  Como se puede observar la mayoría son formulaciones cuyo 
principio activo es de origen orgánico, presumiblemente debido a su menor (o nula) 
toxicidad, en comparación con aquellos productos basados en plataformas inorgánicas 
(delaFuente and Grazú, 2012).  También resulta interesante señalar que la mayoría son 
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productos terapéuticos, donde el nicho de mercado es mucho más amplio y rentable que 
para productos de diagnóstico (Wang et al., 2013). 
 
Tabla 1. Formulaciones aprobadas por las diferentes agencias regulatorias. 
Producto Nanosistema Indicación Status Compañía 
Doxil 
(Barenholz, 
2012) 
Doxorrubicina 
encapsulada en 
liposomas 
PEGilados 
Cáncer de 
ovarios 
Aprobado 
11/17/1995 
FDA50718 
Ortho Biotech 
(adquirida por 
JNJ) 
Myocet 
(Waterhouse et 
al., 2001) 
Doxorrubicina 
encapsulada en 
liposomas No 
PEGilados 
Cáncer de mama 
metastásico 
Aprobado en 
Europa y Canadá, 
en combinación 
con ciclofosfamida 
Sopherion 
Therapeutics, LLC 
en América del 
Norte y Cephalon, 
Inc. en Europa 
DaunoXome 
(Forssen, 1997) 
Daunorrubicina 
encapsulada en 
liposomas 
Tratamiento de 
sarcoma de 
Kaposi avanzado 
asociado al VIH 
Aprobado en 
E.E.U.U 
Galen Ltd. 
ThermoDox 
(Dromi et al., 
2007) 
Doxorrubicina 
encapsulada en 
liposomas 
(liberación 
mediada por 
calor) 
Cáncer de mama 
y primeras 
etapas de cáncer 
de hígado 
Aprobación 
esperada para el 
año 2013 
Celsion 
Abraxane 
(Guarneri et al., 
2012) 
Nanopartículas 
de albúmina-
paclitaxel 
Diferentes tipos 
de cáncer 
Aprobado 
1/7/2005 
FDA21660 
Celgene 
Rexin-G 
(Gordon and 
Hall, 2010) 
MicroRNA-122 
encapsulado en 
liposomas 
Sarcoma, 
osteosarcoma, 
cáncer de 
páncreas, y 
otros tumores 
sólidos 
Aprobado en 
Filipinas, Fase II y 
III en E.E.U.U 
Epeius 
Biotechnologies 
Corp. 
Oncaspar 
(Avramis and 
Tiwari, 2006) 
Asparaginasa 
PEGilada 
Leucemia 
linfoblástica 
aguda 
Aprobado 
24/06/2006 
Enzon 
Pharmaceuticals, 
Inc. 
Resovist 
(Hamm et al., 
1994) 
Nanopartículas 
de óxido de 
hierro 
recubiertas de 
carboxidextrano 
Agentes de 
contraste para 
hígado y bazo 
Aprobado en 
Europa en 2001 
Bayer Schering 
Pharma AG 
Feridex 
(Weissleder et 
al., 1989) 
Nanopartículas 
de óxido de 
hierro 
recubiertas de 
dextrano 
Agentes de 
contraste para 
hígado y bazo 
Aprobado por la 
FDA en E.E.U.U en 
1996 
Berlex 
Laboratories 
Endorem 
(Weissleder et 
al., 1989) 
Nanopartículas 
de óxido de 
hierro 
recubiertas de 
dextrano 
Agentes de 
contraste para 
hígado y bazo 
Aprobado en 
Europa 
Guerbet 
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1.2. Nanopartículas magnéticas 
 
Uno de los sistemas más prometedores dentro del campo de materiales lo 
constituyen las nanopartículas magnéticas (NPM).  Su principal ventaja es la posibilidad de 
manipulación bajo la influencia de un campo magnético externo.  El desarrollo de las 
nanopartículas se ha dividido en numerosos campos de interés de acuerdo a la notable 
diferencia de materiales, métodos y aplicaciones.  Debido a sus características químico-
físicas, así como sus propiedades magnéticas, las NPM presentan una amplia gama de 
aplicaciones en sistemas de almacenamiento de datos, tintas de impresión, sellos 
magnéticos, como sistemas de refrigeración magnética, altavoces, en biotecnología, 
biomedicina y estudios medioambientales (Leslie-Pelecky and Rieke, 1996).   
Las primeras nanopartículas preparadas como fluidos magnéticos estables se 
obtuvieron a inicios de la década de 1960 (Rosensweig, 1982).  Durante esos años también 
se observó que diferentes organismos eran capaces de sintetizar nanopartículas de 
magnetita de forma natural.  En 1962 Lowenstan encontró la presencia de este tipo de 
partículas en la rádula de moluscos marinos (clase Polyplacophora) (Lowenstam, 1962).  
Posteriormente en 1975 Blakemore describió la bacteria magnetotáctica.  Esta bacteria 
Gram-negativa es capaz de sintetizar intracelularmente nanopartículas de magnetita y 
greigita recubiertas de fosfolípidos que forman una estructura vacuolar denominada 
magnetosomas.  Estas nanopartículas las emplea como una especie de brújula natural que 
le permite orientarse con el campo magnético de la tierra en busca de zonas 
microaerofílicas (Blakemore, 1975).  En 1981, Massart describió el método de obtención 
de nanopartículas mediante coprecipitación de dos sales en medio acuoso (Massart, 1981) 
y desde entonces se ha continuado el estudio de los métodos de obtención de este tipo de 
nanomateriales, así como sus características físico-químicas y propiedades magnéticas. 
Las NPM están formadas generalmente por elementos magnéticos como el hierro, 
níquel, cobalto, y sus respectivos óxidos.  Dependiendo de las propiedades del material 
presentan un amplio campo de aplicaciones industriales como ya ha sido mencionado.  Por 
ejemplo, en el caso de NPM aplicadas en sistemas de almacenamiento de datos que 
emplean sistemas de grabación magnética se hace necesario que las partículas presenten 
un estado magnético estable y a su vez modificable, capaz de representar los bits de 
información que se desean almacenar.  Para su empleo como medio de grabación, un 
material magnético debe presentar valores de magnetización de saturación (Ms) lo 
suficientemente altos y de la cuadratura de la curva de histéresis (Sq = Mr/Ms donde Mr = 
magnetización remanente) para mantener una fracción substancial de su magnetización 
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cuando el campo magnético externo es eliminado, con el fin de disponer de un flujo 
magnético adecuado para el cabezal de lectura (Apéndice I).  Además, debe poseer un 
valor de coercitividad (Hc) (Apéndice I) suficientemente elevado para evitar la 
degradación de la señal almacenada.  Sin embargo, estos valores de Hc no deben ser 
excesivamente elevados como para impedir sucesivas escrituras o borrados por los 
cabezales del sistema de grabación (Sharrock, 1989). 
Por otra parte en aplicaciones dentro del campo de la biomedicina es necesario que 
las nanopartículas presenten un carácter superparamagnético donde no exista 
magnetización remanente una vez que se retira el campo magnético (Colombo et al., 
2012).  Las NPM sólo se “transforman” en magnéticas en presencia de un imán externo y 
retornan a su estado no magnético al retirar este.  Esto evita la presencia de un momento 
magnético neto en las nanopartículas en ausencia de campo magnético.  Sin embargo, al 
ser administradas in vivo, las partículas pueden ser manipuladas aplicando un campo 
magnético externo, lo cual constituye una gran ventaja en el desarrollo de sistemas de 
liberación controlada de medicamentos.  Lo ideal sería tener nanopartículas 
superparamagnéticas con la máxima imanación de saturación. Sin embargo estas 
partículas son más difíciles de estabilizar coloidalmente debido a las fuertes interacciones 
magnéticas entre partículas. 
 
1.3. Aplicaciones biomédicas 
 
En la última década del siglo XX, comienza la aplicación en seres humanos de 
productos basados en NPM de óxido de hierro.  El hierro como material presenta ventajas 
significativas para su uso en biomedicina: puede ser metabolizado por el organismo, la 
superficie de las NPM de óxido de hierro puede ser modificada para unir biomoléculas de 
interés, las partículas posean un elevado momento magnético y pueden ser manipuladas 
con un imán externo puesto que las líneas de campo pueden atravesar el cuerpo humano 
(Huber, 2005; Laurent et al., 2008; Pankhurst et al., 2003).  En la actualidad, los estudios 
que involucran el uso de nanopartículas magnéticas aplicadas a la biomedicina se 
encuentran dirigidos al desarrollo de agentes teranósticos.  Este tipo de nanopartículas 
multifuncionales permitiría combinar en una única formulación propiedades de 
diagnóstico y terapéuticas (Ferrari, 2005; Shubayev et al., 2009).  Aplicadas a la terapia del 
cáncer, estos sistemas presentan grandes ventajas  respecto a las terapias tradicionales de 
quimio y radioterapia.  Se podría realizar un diagnóstico temprano de la enfermedad, el 
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seguimiento y visualización en tiempo real del tratamiento y sus efectos por RMN, así 
como reducir la toxicidad, efectos adversos y acortar el tiempo de tratamiento a través de 
una administración local del fármaco (Rahman et al., 2012).  
Las aplicaciones biomédicas de las nanopartículas pueden clasificarse como in vitro 
e in vivo.  El principal uso en aplicaciones in vitro está dirigido hacia el desarrollo de 
sistemas de nanodiagnóstico (Lai et al., 2009; Lee et al., 2011).  Este tipo de sistemas 
ofrece una gran flexibilidad de diseño, ya que se puede aplicar a muestras muy reducidas 
de fluidos corporales o de tejidos, a partir de los cuales se puede llevar a cabo una 
detección específica en tiempos muy cortos, con gran precisión y sensibilidad (Chou et al., 
2011).  Dentro de los sistemas de aplicación in vitro de las nanopartículas en biomedicina 
podemos encontrar también numerosos trabajos relacionados con la inmovilización o 
recuperación de enzimas como biocatalizadores (Aguilar-Arteaga et al., 2010), así como el 
empleo de nanopartículas de óxido de hierro para marcaje celular como herramienta de 
diagnóstico (Cui et al., 2011). 
Las aplicaciones in vivo de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro se 
encuentran divididas en dos grupos fundamentales: herramientas de diagnóstico (agentes 
de contraste para resonancia magnética nuclear (Rosen et al., 2012)) o aplicaciones 
terapéuticas (Hipertermia (Wust et al., 2002) y liberación controlada de fármacos 
(Arruebo et al., 2007)).  Sin embargo, existen determinados factores que condicionan el 
uso de nanopartículas magnéticas para aplicaciones in vivo: el tamaño de partícula, tipo de 
recubrimiento superficial y las propiedades magnéticas.  El tamaño es un parámetro que 
influye de manera directa en el comportamiento in vivo de las nanopartículas ya que 
condiciona su farmacocinética y biodistribución en los tejidos.  Las nanopartículas de 
tamaños cercanos a los 200 nm se acumulan rápidamente en el hígado donde son 
detectadas por macrófagos y eliminadas por el sistema retículo endotelial, mientras que 
partículas muy pequeñas son inmediatamente filtradas por el riñón (Berry, 2009).  Si 
disminuye el tamaño de partícula se observa que aumenta su tiempo de vida media en 
sangre.  Bajo condiciones fisiológicas normales partículas ~10 nm no podrían atravesar el 
endotelio, sin embargo, en el caso de enfermedades como procesos inflamatorios o 
infiltración tumoral, la permeabilidad de los tejidos aumenta y admite el paso de 
partículas de hasta 700 nm (Neuberger et al., 2005).  Para nanopartículas de 30-100 nm 
administradas intravenosamente, las de mayor tamaño son rápidamente filtradas por los 
sinusoides hepáticos y solo las más pequeñas presentan un mayor tiempo de vida media 
en sangre (Chouly et al., 1996).  Por otra parte, partículas demasiado pequeñas (~4 nm) 
presentan un mejor perfil farmacocinético, pero se ven afectadas sus propiedades 
magnéticas debido a efectos de superficie (Roca et al., 2007; Roca et al., 2006).  Existe por 
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tanto un intervalo de tamaño 8-15 nm “preferible” cuando se busca una aplicación 
biomédica de las nanopartículas de óxido de hierro y este es el rango de tamaño 
seleccionado en este trabajo (Figura 2).   
 
Figura 2.  Esquema cualitativo del tiempo de permanencia en sangre de las nanopartículas en función del 
tamaño (Adaptado de (Arruebo et al., 2007)).  
 
Otro parámetro que condiciona el comportamiento de las nanopartículas 
magnéticas in vivo es el recubrimiento superficial.  La estabilización de las nanopartículas 
en una suspensión coloidal está dada por el impedimento estérico o la repulsión 
electrostática que aporta el recubrimiento para contrarrestar las fuerzas atractivas entre 
las nanopartículas debidas a fuerzas de Van der Waals e interacciones magnéticas 
(Laurent et al., 2008).  De forma general, se ha observado que la carga superficial que le 
confiere el recubrimiento a las nanopartículas va a determinar su biodistribución in vivo, 
así como su patrón de internalización celular in vitro (Reddy et al., 2012).  Hay numerosas 
moléculas que se han empleado para el recubrimiento y funcionalización de 
nanopartículas de óxido de hierro dirigidas a posibles aplicaciones biomédicas (Hao et al., 
2010; Laurent and Mahmoudi, 2011).  Son muy frecuentes las estrategias basadas en la 
modificación superficial con pequeñas moléculas bifuncionales como pueden ser el DMSA 
(Roca et al., 2009), la dopamina (Xie et al., 2007), o moléculas con grupos silanos que en 
general se unen fuertemente a la superficie de óxido de hierro (DePalma et al., 2007).  Otra 
forma de aumentar la estabilidad coloidal y mejorar la biocompatibilidad de las 
nanopartículas es mediante estrategias de recubrimiento polimérico (Amstad et al., 2009; 
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Laurent et al., 2008; Xie et al., 2007) o encapsulación en liposomas (Dubertret et al., 2002).  
Algunos polímeros como el el polivinilalcohol (PVA) y el quitosano son utilizados ya que 
proporcionan una superficie biocompatible e hidrofílica.  Los polímeros más empleados 
son el dextrano y el polietilénglicol ya que aumentan la biocompatibilidad de las 
nanopartículas, además de reducir su inmunogenicidad y toxicidad (Moros et al., 2012).  
En particular el PEG es el polímero seleccionado en este trabajo y uno de los retos es el 
recubrimiento de partículas magnéticas con PEG siguiendo una estrategia que permita la 
unión del polímero fuertemente a la superficie de la partícula evitando la agregación. 
 
1.4. Toxicidad 
 
Existen determinados aspectos a tener en cuenta antes de aprobar el uso de 
nanopartículas con fines biomédicos: (i) biocompatibilidad, (ii) biodegradabilidad, (iii) 
mantenimiento de las propiedades físicas después de procesos de modificación superficial, 
(iv) no debe afectar a las características de células madre, (v) eficaces a dosis terapéuticas, 
(vi) mínima o ninguna transferencia de los subproductos a células o tejidos adyacentes 
sanos, (vii) químicamente estables en condiciones fisiológicas .   
Las características químico-físicas del material determinan su interacción con las 
diferentes entidades biológicas y por tanto, su citotoxicidad.  Se ha observado que el hierro 
es un material mucho menos tóxico si se compara con otros como el níquel, cobalto, 
cadmio o la plata (Berry, 2005).  Estudios de interacción células-nanopartículas 
demuestran que este proceso puede afectar la viabilidad celular.  Por ejemplo, la 
internalización de nanopartículas de CdSe y liberación de iones cadmio en el citosol de 
hepatocitos primarios provoca muerte celular (Derfus et al., 2004), mientras que la 
adhesión de nanopartículas a la membrana de células madres puede interferir en la 
adhesión celular a la superficie (Solanki et al., 2008).  Por otra parte la degradación de las 
nanopartículas en la célula, puede traer como consecuencia la creación de especies 
reactivas del oxígeno (ROS).  Estos radicales provocan daño celular a partir de la 
degradación de proteínas, lípidos, enzimas y ácidos nucleicos lo que conduce a procesos de 
necrosis o apoptosis (Mahmoudi et al., 2012).  
Con el impacto de la nanotecnología en áreas de biomedicina se hace cada vez más 
necesaria la profundización en estudios asociados a la toxicidad de estos materiales, y más 
importante aún la estandarización de dichos estudios.  Generalmente estos comienzan con 
una fase in vitro ya que estos ensayos permiten una aproximación bastante rápida, 
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económica y ética a datos preliminares de toxicidad celular.  Los ensayos más comunes 
son el MTT, azul tripán e ioduro de propidio para determinar relación de células 
vivas/muertas. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que de existir citotoxicidad 
estos ensayos no brindan prácticamente información acerca del mecanismo de toxicidad 
inducido por las nanopartículas (Markides et al., 2012).  
A pesar del costo, tiempo que conlleva y las consideraciones éticas, se hacen 
necesarios también estudios toxicológicos en modelos in vivo.  Esto incluye ensayos de 
farmacocinética, biodistribución, absorción, metabolismo y excreción.  Esta información 
permitiría conocer las posibles consecuencias inmunológicas, neurológicas, reproductivas, 
cardiovasculares y si presentan posible actividad carcinogénica, debido a la 
administración de NPM.  Entre los aspectos más importantes a estudiar está la 
biocompatibilidad de las nanopartículas en sangre, su estabilidad y efectos en el proceso 
de coagulación (Ali et al., 2013).  También resulta de vital importancia el estudio de la 
respuesta inflamatoria del organismo, así como el análisis de la expresión genética de 
factores relacionados con el estrés oxidativo.   
En realidad el campo de las nanopartículas magnéticas aplicadas a la biomedicina 
muestra un enorme portafolio de productos en fase de investigación o en diferentes etapas 
de ensayos clínicos.  Su diversidad hace imposible responder de forma categórica si las 
NPM resultan tóxicas o no.  Cada caso debe ser evaluado puntual y exhaustivamente.  
 
1.5. Objetivos del trabajo 
 
El objetivo general de esta tesis es el desarrollo de una plataforma basada en 
nanopartículas magnéticas para diferentes aplicaciones biotecnológicas.  Con este propósito 
se desarrollaron dos tipos de nanopartículas: por una parte, nanopartículas recubiertas de 
agarosa y por otra, nanopartículas recubiertas con polietilénglicol (Figura 3).  En los 
Capítulos 1 y 2 se recogen los antecedentes del tema y la parte experimental (Materiales y 
Metodo) más relevante del trabajo realizado en esta memoria. 
Como objetivos específicos se definen: 
i) Síntetizar y caracterizar nanopartículas de óxido de hierro por dos métodos 
diferentes (Capítulo 3 y 4). 
En el Capítulo 3 se aborda la síntesis de nanopartículas de óxido de hierro 
vía coprecipitación, así como dos estrategias de recubrimiento con agarosa 
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para su aplicación como soporte de inmovilización de lectinas.  La 
inmovilización de esta proteína permitirá el diseño de un sistema de 
purificación magnética de proteínas de fusión.  El uso de este método de 
síntesis permite la obtención de grandes cantidades de nanopartículas y su 
recubrimiento con agarosa garantiza una interacción bio-específica con el 
dominio lectina de la proteína de fusión. 
En el Capítulo 4 se describe la síntesis de nanopartículas por 
descomposición en medio orgánico dirigidas a aplicaciones biomédicas, ya 
sea como agentes de contraste para imagen por Resonancia Magnética 
Nuclear o como plataforma para la liberación de fármacos en el tratamiento 
de diferentes enfermedades.  En este capítulo se ha desarrollado una 
estrategia de modificación superficial con polietilénglicol mediante la unión 
covalente del polímero a las nanopartículas recubiertas con DMSA y se ha 
estudiado la unión a dos péptido bioactivos: CIGB300 y CIGB500 con vistas 
al tratamiento de diferentes enfermedades.  Este método de síntesis permite 
la obtención de nanopartículas muy homogéneas y con excelentes 
propiedades magnéticas.  El recubrimiento con PEG permitirá aumentar la 
biocompatibilidad de las mismas, así como aumentar el tiempo de residencia 
en sangre y retardar los procesos de degradación. 
ii) Evaluar la toxicidad asociada a las nanopartículas de óxido de hierro en 
función del recubrimiento (Capítulo 5).  
Estudio de la citotoxicidad asociada a las nanopartículas recubiertas con 
DMSA y PEG mediante diferentes métodos, así como su posible daño 
genotóxico o su influencia sobre diferentes parámetros hematológicos.  
iii) Caracterizar el proceso de farmacocinética y biodistribución de las 
nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG (Capítulo 6).   
Estudio del perfil farmacocinético de las nanopartículas recubiertas con 
DMSA, influencia que tiene el recubrimiento con PEG en el tiempo de 
residencia en sangre de las mismas en diferentes modelos animales.  
Mediante la combinación de métodos magnéticos y no magnéticos se 
determinará la biodistribución de las nanopartículas, así como su proceso de 
degradación y la influencia de las mismas en distintos puntos de la ruta 
metabólica del hierro. 
 
Finalmente, el Capítulo 7 recoge las principales conclusiones de este trabajo.  Se han 
incluido en la memoria dos apéndices incluyendo nociones básicas de magnetismo y de las 
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técnicas experimentales más específicas de este trabajo, y una lista de abreviaturas para 
facilitar la lectura de la memoria. 
 
 
Figura 3.  Objetivos del trabajo desarrollado en esta tesis doctoral. 
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Capítulo 2. Materiales y Métodos 
2.1. Óxidos de hierro 
 
Entre las nanopartículas magnéticas capaces de formar ferrofluidos con propiedades 
superparamagnéticas encontramos aquellas de metales y óxidos de Ni, Co, Fe.  Sin 
embargo, el hierro muestra grandes ventajas como “material funcional ideal” (Tartaj et al., 
2011): i) Se encuentra abundantemente distribuido en la naturaleza, ii) los procesos de 
síntesis en el laboratorio son relativamente sencillos para la obtención de nanopartículas 
con un buen control del tamaño y la forma además de la posibilidad de funcionalizar su 
superficie, iii) presentan gran variedad de propiedades electrónicas y magnéticas debido a 
su polimorfismo, iv) posibilidad de manipulación mediante un campo magnético externo 
con niveles de magnetización aceptables y suficientes y bajo campo coercitivo, y 
finalmente y muy importante con vistas a aplicaciones biomédicas v) poseen muy baja 
toxicidad (Figura 4).  
 
 
Figura 4.  Polimorfismo del hierro y versatilidad del material en diferentes aplicaciones (Adaptado de (Tartaj 
et al., 2011)) 
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2.2. Métodos de síntesis de partículas uniformes 
 
Las investigaciones sobre la síntesis de nanopartículas magnéticas de óxido de 
hierro abarcan una gran variedad de métodos.  De forma general se prefieren métodos en 
los que se pueda obtener un exhaustivo control sobre las propiedades microestructurales 
y con la forma y tamaño deseados ya que cada aplicación requiere materiales con unas 
determinadas características.  
Uno de los factores a controlar durante la síntesis es que las partículas sean lo más 
uniformes posibles, con una distribución de tamaños estrecha.  Para ello, 
independientemente del método utilizado, el proceso de síntesis de nanopartículas debe 
separarse en dos etapas, nucleación y crecimiento (LaMer and Dinegar, 1950).  Para 
obtener partículas uniformes estas etapas deben estar diferenciadas entre sí, y la etapa de 
nucleación debe ser única generándose todos los núcleos al unísono.  Las nanopartículas 
de óxido de hierro ferrimagnéticos (Fe3O4 y γ- Fe2O3) con aplicaciones dentro del campo 
de la biomedicina pueden ser sintetizadas por varios métodos tanto en fase líquida 
(coprecipitación en medio acuoso, microemulsiones, síntesis hidrotermal y 
descomposición en medio orgánico) como en fase aerosol o gaseosa (aerosol pirólisis y 
pirólisis láser) (Laurent et al., 2008; Lu et al., 2007).  En la Tabla 2 se resumen las 
principales características, ventajas y desventajas de dichos métodos de síntesis.  
 
Tabla 2. Resumen de preparación de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro. 
Método Características Ventajas/Desventajas 
Coprecipitación 
Consiste en la adición de una 
disolución de sal de Fe2+ y otra de 
Fe3+ en medio básico (Massart, 
1981). 
Ventajas : 
 Simplicidad 
 Bajo coste 
 Escalabilidad 
 Tamaños entre 2-15nm 
Desventajas: 
 Gran número de variables. 
 Amplia distribución de 
tamaños 
Microemulsiones 
Consiste en la dispersión y 
estabilización con surfactantes de 
pequeñas gotas de agua de tamaños 
nanométricos en aceite.  Estas gotas 
de agua actúan como 
microreactores donde tienen lugar 
las reacciones de síntesis para la 
producción de partículas.  El 
tamaño de las partículas viene 
controlado por el tamaño de las 
gotas, que a su vez viene controlado 
Ventajas : 
 Se evita la formación de 
agregados. 
Desventajas: 
 Tamaño y morfología poco 
uniformes. 
 Dificultad de escalado (se 
requieren grandes 
volúmenes de aceite para 
obtener partículas muy 
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por la relación agua:surfactante 
(Santra et al., 2001). 
 pequeñas) 
 Presencia de surfactantes 
Descomposición 
en medio 
orgánico 
Consiste en la descomposición de 
un precursor orgánico de hierro a 
elevadas temperaturas que se lleva 
a cabo en disolventes orgánicos de 
alto punto de ebullición y en 
presencia de surfactantes (Hyeon et 
al., 2001). 
Ventajas: 
 Las partículas son muy 
uniformes, estables y 
cristalinas. 
 Control del tamaño entre 4-
30 nm. 
 La capa de surfactante que 
rodea las nanopartículas 
evita su agregación. 
Desventajas: 
 Alto uso de disolventes 
orgánicos (contaminación y 
alto coste). 
 Pequeñas cantidades de 
producto. 
 Nanopartículas protegidas 
con una capa de surfactante 
incompatible con 
determinadas aplicaciones 
(biomedicina). 
Aerosol pirólisis 
Consiste en la descomposición de 
pequeñas gotas de un aerosol que es 
transportado por un gas portador al 
interior de un horno tubular 
horizontal (200-1000 ºC) (Tartaj et 
al., 2004). 
Ventajas: 
 Alta homogeneidad en 
composición. 
 Posibilidad de 
funcionalización superficial.  
 Alta estabilidad. 
Desventajas: 
 La morfología puede variar 
(no siempre se obtienen 
esferas). 
 Amplia distribución de 
tamaño entre 6-60nm. 
Pirólisis láser 
Consiste en la aplicación de un haz 
láser a una mezcla de 
gases/aerosoles entre las que se 
encuentran el precursor de hierro, 
generando los núcleos de las 
partículas que luego son 
transportadas a un colector 
(Cannon et al., 1982). 
Ventajas: 
 Escasa agregación de las 
partículas debido al corto 
tiempo de reacción. 
 Tamaños entre 2-9 nm. 
Desventajas: 
 Alto coste. 
 Impurezas de carbón. 
Síntesis 
hidrotermal 
Consiste en la hidrólisis y oxidación 
de sales de hierro en medio acuoso 
a alta presión (2000 psi) y alta 
temperatura (200 ºC) (Zheng et al., 
2006). 
Ventajas: 
 Buen control de tamaño y 
forma. 
 Altos rendimientos. 
Desventajas: 
 Se requieren pasos 
adicionales para obtener las 
nanopartículas estables en 
agua. 
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Teniendo en cuenta que los objetivos de este trabajo se encuentran dirigidos hacia la 
preparación de nanopartículas magnéticas con posibles aplicaciones biotecnológicas se 
han seleccionado dos métodos de síntesis: Coprecipitación y Descomposición en medio 
orgánico. En el primer caso por producir materiales a gran escala, ideales para 
aplicaciones in vitro, y en el segundo caso por producir materiales de alta calidad en 
cuanto a uniformidad de partículas y propiedades magnéticas, ideales para aplicaciones in 
vivo. 
 
2.2.1. Coprecipitación 
 
La coprecipitación es el método más utilizado para la síntesis de nanopartículas 
magnéticas de óxido de hierro.  Hoy en día, los principales productos basados en 
nanopartículas magnéticas diseñados para aplicaciones biológicas se obtienen con esta 
metodología, ya que sus principales ventajas son la simplicidad y bajo coste del proceso.  
Este método consiste en la adición de una disolución de sal de Fe2+ y otra de Fe3+, sobre 
una solución básica (Massart, 1981).  Sin embargo, la principal dificultad que presenta este 
método en la obtención de nanopartículas es el ajuste del tamaño medio de partícula y el 
control de la polidispersidad de la muestra (normalmente >30%), lo que va en detrimento 
de sus propiedades magnéticas. 
Se han estudiado diferentes variantes que permiten obtener una distribución de 
tamaño más controlada (entre 5 y 15 nm).  El ajuste de parámetros como el pH de la 
reacción, velocidad de agitación, velocidad de adición de las sales de hierro, temperatura y 
fuerza iónica permiten un mejor control del tamaño de nanopartícula (Lee et al., 2007; Si 
et al., 2004).  
 
2.2.2. Descomposición en medio orgánico 
 
Como se ha mencionado anteriormente, existe un intervalo de tamaño 8-15 nm 
“preferible” cuando se busca una aplicación biomédica de las nanopartículas de óxido de 
hierro.  El método de descomposición térmica en medio orgánico permite no solo la 
obtención de nanopartículas de estos tamaños sino que es posible controlar la 
polidispersidad de la muestra (~10%), lo cual es un parámetro de gran importancia en 
biomedicina (Salas et al., 2012; Sun et al., 2004). 
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A partir de la década de los `90 se desarrolló una metodología que tenía como 
características el empleo de precursores orgánicos de los átomos que componían las 
partículas y que se llevaba a cabo en presencia de disolventes orgánicos de alto punto de 
ebullición y de surfactantes (Murray et al., 1993).  Este método basa su fundamento en el 
mecanismo clásico de LaMer-Dinegar, donde se produce una corta etapa de nucleación a 
partir de una solución sobresaturada que es seguida por una etapa de crecimiento lento de 
partículas sin nucleación adicional significativa.  Con este método se consigue una 
separación bien definida de las etapas de nucleación y crecimiento (LaMer and Dinegar, 
1950).  Este procedimiento ha sido empleado para la síntesis de nanopartículas 
monodispersas de CdSe semiconductoras (Murray et al., 1993) y materiales magnéticos, 
por ejemplo nanopartículas de óxido de hierro (Park et al., 2005).  
El método de síntesis basado en la descomposición de un precursor orgánico de 
hierro a altas temperaturas en presencia de agentes tensoactivos y disolventes orgánicos 
es uno de los mejores métodos para producir nanopartículas magnéticas altamente 
monodispersas, con un control de tamaño en el intervalo entre 4 y 15 nm (Park et al., 
2005).  El protocolo más utilizado para la obtención de este tipo de nanopartículas es el 
descrito por Sun y colaboradores (Sun and Zeng, 2002).  Este propone el uso de Fe(acac)3 
(acac = acetilacetonato) como precursor orgánico de hierro en presencia de ácido oleico, 
oleilamina y 1,2-hexadecanodiol (Sun and Zeng, 2002).  La reacción se realiza en presencia 
de un solvente orgánico de elevado punto de ebullición como es el 1-octadeceno (Roca et 
al., 2009).  El uso de precursores como el oleato de hierro, tiene como ventajas su bajo 
costo, altos rendimientos y la capacidad de obtener nanopartículas magnéticas ≥10 nm 
muy homogéneas, cristalinas y con excelentes propiedades magnéticas (Salas et al., 2012; 
Sun et al., 2004).  Estas características son de vital importancia si se busca la aplicación de 
las nanopartículas en biomedicina, ya sea como agentes de contraste (Rosen et al., 2012), 
en hipertermia (Maier-Hauff et al., 2011; Wust et al., 2002) o como sistemas de liberación 
modificada de fármacos (Prijic and Sersa, 2011).  
 
2.2.3. Sección Experimental 
 
2.2.3.1. Síntesis de nanopartículas por coprecipitación 
 
Para la obtención de las partículas por coprecipitación se emplearon disoluciones de 
FeCl3·6H2O (43 mL, 27%) y 45 mL of FeCl2·4H2O (10.8 g) en agua que se adicionaron 
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lentamente (0.2 mL·s-1) a un medio alcalino a pH 13 (75 mL).  Una vez adicionadas las 
disoluciones de las sales se agitó vigorosamente la mezcla de reacción.  El tamaño de 
partícula se puede controlar a través de la velocidad de adición de las sales.  Para la 
obtención de partículas pequeñas (≤ 10 nm) estas se añadieron a una velocidad de 40 
mL/s.  La naturaleza de las bases empleadas también influye en el tamaño final de 
partícula, en este caso se utilizó KOH (25%) y NH4OH (25%) para la obtención de las 
nanopartículas de 6 y 8 nm respectivamente.  Para la obtención de partículas de 12 nm la 
velocidad de adición de las sales fue de 0,2 mL/s y la base utilizada fue NH4OH (25%). 
Para separar las partículas del medio se empleó un imán y decantó el sobrenadante.  
Este proceso se realizó 3 veces.  Con el objetivo de oxidar la magnetita a maghemita se 
realizó un tratamiento ácido a las nanopartículas.  Se añadieron 300 mL de HNO3 (2M) y se 
mantuvo en agitación durante media hora.  Posteriormente el ácido nítrico es eliminado y 
se añade una solución de Fe(NO3)3 (1 M) y 130 mL de agua.  La muestra fue calentada 
hasta ebullición durante 30 minutos. Las partículas se dejan enfriar a temperatura 
ambiente y se realiza un nuevo tratamiento ácido por 15 minutos.  Finalmente se lavan 3 
veces con acetona y se redispersan en agua destillada (delaPresa et al., 2012; Ewijk et al., 
1999).  
 
2.2.3.2. Síntesis de nanopartículas por descomposición en medio orgánico 
 
Para el montaje experimental se ha empleado una manta calefactora con regulación 
de energía para matraces de 500 mL, un matraz reactor esférico de 3 bocas con capacidad 
para 500 mL, una varilla agitadora de teflón, una pieza bifurcada con los brazos formando 
un ángulo de 105º a los que se une un termómetro de varilla y la conexión para el 
suministro de nitrógeno al sistema, y un sistema de reflujo.  Para agitar la mezcla de 
reacción se ha empleado un agitador mecánico (Figura 5). 
Se añadieron 7,28 g (20 mmol) de Fe(acac)3, 22,48 g (100 mmol) de 1,2-
hexadecanodiol, 18,83 g (60 mmol) de ácido oleico, 22,92 g (60 mmol) de oleilamina y 200 
mL de 1-octadeceno a un matraz de reacción de 500 mL y calentó bajo corriente de N2 
hasta llegar a los 200ºC donde se mantuvo la temperatura durante 2 horas.  La velocidad 
de calentamiento escogida fue de 3 ºC·min-1.  Tras la etapa de estabilización a 200 ºC se 
aumentó la temperatura de la reacción hasta el punto de ebullición del disolvente (310 
ºC).  La subida hasta la temperatura de ebullición del disolvente se realizó a 10 ºC·min-1.  
Se mantuvo la reacción a reflujo durante diferentes intervalos de tiempo en función del 
tamaño de partícula que se espera obtener: a) 30 minutos, 7 nm (D7); b) 60 minutos, 10 
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nm (D10); c) 90 minutos, 12 nm (D12).  Por último se enfrió lentamente la reacción hasta 
llegar a temperatura ambiente. 
 
 
Figura 5.  Montaje experimental del proceso de síntesis de nanopartículas de óxido de hierro por 
descomposición en medio orgánico.  
  
La mezcla de reacción que contiene las nanopartículas se centrifugó con etanol 
durante 15 minutos a 9000 rpm quedando las partículas coaguladas.  El sobrenadante, que 
posee color amarillo y está compuesto por el disolvente y los surfactantes no unidos, se 
eliminó por decantación magnética.  El ciclo se aplicó varias veces hasta que el 
sobrenadante presentó un color transparente. 
Para obtener las partículas como ferrofluido sin presencia de impurezas, se añadió 
hexano y se volvió a centrifugar dos veces con el fin de coagular posibles agregados de 
partículas y la pequeña cantidad de etanol que pudiese quedar presente.  Para recuperar el 
ferrofluido puro se tomó toda la suspensión desechando el precipitado que contenían los 
agregados y restos de etanol. 
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2.3. Modificación superficial 
 
2.3.1. Recubrimiento con Agarosa 
 
La agarosa es un producto natural que forma una matriz inerte y no tóxica que 
supone una herramienta indispensable en gran cantidad de técnicas de biología molecular, 
bioquímica y biología celular.  Su uso más extendido es para construir geles que permitan 
separar moléculas de ADN mediante electroforesis, además de ser utilizada para fijar 
moléculas a su estructura como anticuerpos, antígenos y enzimas (Dias et al., 2011). 
Sin embargo, existen escasos informes en la literatura de nanopartículas de hierro 
modificadas superficialmente con agarosa (Safdarian et al., 2013; Tripathi et al., 2013).  
Estos trabajos están dirigidos a aplicaciones medioambientales de purificación de aguas 
mediante el empleo de nanopartículas magnéticas capaces de arrastrar metales pesados o 
tóxicos.  Sin embargo, la agarosa es un polímero muy utilizado en numerosas aplicaciones 
biológicas (DeRosa et al., 2011).  Su gran versatilidad se debe a su carácter hidrofílico, 
biocompatibilidad y biodegradabilidad y la posibilidad de formar matrices flexibles y 
porosas.  
La agarosa es un polisacárido formado por unidades repetitivas de agarobiosas ((1-
3)-β-D-galactopiranosa y (1-4)-3,6-anhydro-α-L-galactopiranosa) que se extrae de las 
algas de los géneros Gellidium y Gracillaria. 
 
 
 
Es soluble en agua a temperaturas superiores a los 65 °C, dependiendo del grado de 
sustituciones hidroxietílicas de sus cadenas laterales.  Estas sustituciones se pueden 
modificar para que la temperatura de gelificación varíe entre los 17 y los 40 °C.  
En su forma más básica, las nanopartículas magnéticas de óxido de hierro que se 
utilizan en aplicaciones biomédicas, están constituidas por un núcleo inorgánico de hierro 
y su superficie modificada de forma tal que su interacción con el medio biológico sea lo 
más biocompatible posible, mientras se mantiene su estabilidad coloidal (Berry, 2009).  
Uno de los retos más importantes en nanomedicina hoy en día, consiste en la modificación 
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superficial de las nanopartículas que permita su redispersión en medio acuoso 
manteniendo radios hidrodinámicos <100 nm.  Es necesario entonces, el desarrollo de 
técnicas que permitan controlar la dispersión de las nanopartículas en medio acuoso vs el 
fenómeno de agregación al que tienden naturalmente las nanopartículas y que es 
especialmente relevante en el caso de las partículas magnéticas.  Existen numerosos 
métodos para estabilizar las partículas de magnetita en agua.  Estos métodos se pueden 
clasificar en función de la naturaleza del recubrimiento (orgánica e inorgánica).  Los 
recubrimientos orgánicos se pueden realizar a partir de diferentes reacciones químicas 
como pueden ser: intercambio de ligandos entre moléculas bifuncionales (Huh et al., 2005; 
Taboada et al., 2007), modificación del doble enlace del ácido oleico que recubre las 
nanopartículas obtenidas por métodos de descomposición térmica fundamentalmente 
(Herranz et al., 2008), y recubrimiento/encapsulación con polímeros (Amstad et al., 2009; 
Xie et al., 2007) y/o liposomas (Dubertret et al., 2002).  Por otra parte, los recubrimientos 
de naturaleza inorgánica estudian la estabilización de la suspensión coloidal a partir de la 
repulsión electrostática que ofrecen estas moléculas inorgánicas con que se modifica 
superficialmente la nanopartícula.  Entre los métodos más estudiados se encuentra el 
recubrimiento con sílice donde lo más común es emplear el TEOS como precursor (Aslam 
et al., 2005); o el recubrimiento con oro (Tamer et al., 2013). 
Sin embargo, es dentro del área de las aplicaciones biomédicas y biotecnológicas, 
donde resulta más interesante estudiar la modificación superficial de las nanopartículas 
con ligandos bio-específicos por sus potenciales aplicaciones.  Una vez obtenida la 
suspensión coloidal estable en medio acuoso, y en dependencia de los grupos funcionales 
disponibles en la superficie, es posible la conjugación con biomoléculas que permitan una 
orientación de las nanopartículas hacia una determinada zona, el enlace de marcadores 
que permitan estudiar la localización de dichas nanopartículas o la unión de fármacos para 
el diseño de sistemas de liberación controlada. 
En este trabajo se han seleccionado tres tipos de recubrimientos, uno de bajo peso 
molecular como el DMSA, con propiedades apantalladoras pobres pero muchos grupos 
activos para ser funcionalizados, un polímero como el PEG muy biocompatible y un 
polímero natural como la agarosa.   
 
2.3.2. Intercambio de ligandos con DMSA 
 
La reacción de intercambio de ligandos empleando ácido dimercaptosuccínico 
(DMSA) ha sido utilizada en la modificación superficial de nanopartículas magnéticas que 
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interesan mantener como suspensiones estables en medio acuoso (Huh et al., 2005; Jun et 
al., 2005; Roca et al., 2009).  Esta reacción es de equilibrio, es decir, se ve favorecida por el 
aumento de la temperatura y el exceso de ligandos que van a unirse a las nanopartículas.  
En el caso de nanopartículas obtenidas por descomposición en medio orgánico, estas se 
encuentran recubiertas de ácido oleico en la superficie.  El DMSA al tener dos grupos 
funcionales, será capaz de desplazar el surfactante de la superficie de la nanopartícula 
debido a la alta capacidad coordinativa de este grupo ácido, mientras que el otro grupo 
carboxilo es capaz de estabilizar las nanopartículas en la suspensión acuosa por repulsión 
electrostática (Roca et al., 2009) (Figura 6).  
 
 
Figura 6.  Representación esquemática de las nanopartículas recubiertas con ácido oleico (izquierda) y 
modificadas con DMSA después de la reacción de intercambio de ligandos (derecha). 
 
2.3.3. Modificación con PEG 
 
La aplicación biomédica de las nanopartículas también requiere de la optimización 
de parámetros como el tiempo de residencia en sangre de las mismas, así como su 
biocompatibilidad.  De ahí que una de las estrategias más utilizadas de modificación 
superficial de las nanopartículas sea el recubrimiento con distintos polímeros, ya sea 
durante la síntesis o como modificación post-síntesis (Iijima and Kamiya, 2009).  Tal es el 
caso de la modificación con polímeros como el dextrano o el polietilenglicol (PEG) (Allard-
Vannier et al., 2012; Kohler et al., 2004; Laurent et al., 2008; Re et al., 2012).  La 
conjugación a PEG también reduce la captación de las mismas por macrófagos, además de 
retardar el proceso de degradación de las nanopartículas (Perrault et al., 2009). 
En su forma más común, el polietilenglicol (PEG) es un poliéter polimérico con 
grupos hidroxilos en sus extremos y estructura general: 
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La habilidad del PEG de ser soluble tanto en agua como en solventes orgánicos 
permite que pueda ser funcionalizado fácilmente y que la conjugación química a 
nanopartículas o biomoléculas pueda hacerse en condiciones suaves que no afecten la 
estabilidad de estas.  Estudios del PEG en solución acuosa han demostrado que este 
polímero une 2-3 moléculas de agua por unidad de óxido de etileno.  Debido a su alta 
flexibilidad y a la unión de las moléculas de agua el PEG actúa como si fuera 5-10 veces 
más grande que una proteína soluble de masa molecular comparable.  Se ha sugerido que 
estas propiedades son las responsables de que el PEG: (1) disminuya la captación celular, 
(2) excluya a las proteínas y células de las superficies, (3) reduzca su inmunogenicidad y 
antigenicidad y (4) prevenga la degradación de las proteínas por enzimas y células de 
mamíferos (Wattendorf and Merkle, 2008).  
Los oligómeros de PEG de bajo peso molecular (<400 Da) son degradados a 
metabolitos tóxicos por la alcohol deshidrogenasa. Sin embargo, la no toxicidad de los PEG 
de más de  1000 Da ha sido demostrada por varios años de uso en alimentos, cosméticos y 
medicamentos.  Estos últimos incluyen formulaciones inyectables, tópicas, rectales, 
intranasales y oculares (Webster et al., 2009).  
El PEG es eliminado in vivo rápidamente sin cambios estructurales. La vía de 
eliminación depende de la masa molecular, si es menor de 20 kDa se elimina en la orina y 
si es mayor, en la orina y en las heces (Webster et al., 2007).  El PEG es un inmunógeno 
débil, incluso los de altos pesos moleculares.  Anticuerpos contra PEG sólo se han 
generado mediante la conjugación a una proteína muy inmunogénica y utilizando 
Adyuvante de Freund.  Además, no se ha observado generación de anticuerpos anti-PEG 
durante la aplicación clínica “normal” de proteínas PEGiladas, así como de ningún patrón 
de toxicidad o efectos adversos asociados a la presencia del PEG en las formulaciones 
farmacéuticas aprobadas (Webster et al., 2009). 
Los enfoques actuales para unir el PEG a las nanopartículas magnéticas pueden 
resumirse de tres formas fundamentalmente: aquellos que implican la unión no covalente 
del polímero a la superficie de la nanopartícula, mediante unión covalente, o los procesos 
que conducen a la formación de grandes agregados poliméricos con una proporción 
limitada de núcleos magnéticos en su interior, y por tanto una señal magnética pobre.  La 
inmovilización no covalente del PEG en la superficie de la nanopartícula está basada en la 
adsorción física del polímero a las nanopartículas, así como interacciones de naturaleza 
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hidrofóbicas o electrostáticas (Chen et al., 2010; Yallapu et al., 2010; Zhang et al., 2008).  
Un ejemplo de este tipo de metodología puede ser la unión de moléculas de PEG diácido, 
mediante activación por radiación ultravioleta (Amici et al., 2011).  Sin embargo las 
partículas que se obtienen con esta metodología presentan una estabilidad temporal 
limitada así como en un rango de pH muy pequeño. 
La unión covalente del PEG a las nanopartículas se puede lograr a través de un 
proceso de quimisorción del polímero sobre la superficie de la partícula o mediante el uso 
de pequeñas moléculas heterobifuncionales.  Un ejemplo de protocolos de 
funcionalización mediante quimisorción consiste en la modificación superficial de las 
nanopartículas durante el proceso de coprecipitación, el recubrimiento tiene lugar in situ 
(Kumagai et al., 2007).  En este trabajo las nanopartículas que se obtienen presentan un 
radio hidrodinámico entre 40 y 270 nm, lo cual indica una elevada polidispersidad en la 
muestra.  En el caso del empleo de moléculas heterobifuncionales la estrategia de 
PEGilación es muy similar a la empleada tradicionalmente con proteínas donde es 
característica la formación de enlaces amidas o ésteres mediados por carbodiimida 
(Nakajima and Ikada, 1995).  Este es el caso de nanopartículas magnéticas recubiertas con 
ácido cítrico, donde se añade carbodiimida para formar un enlace amida con las cadenas 
de un PEG aminado (Lattuada and Hatton, 2007).  Otra estrategia es la funcionalización de 
las nanopartículas obtenidas por coprecipitación con grupos amino-silanos que luego son 
unidos covalentemente, en una reacción mediada por carbodiimida a diferentes PEG 
funcionalizados (Sun et al., 2010; Yoo et al., 2012). 
Por otra parte, se han desarrollado métodos de recubrimiento con PEG de partículas 
obtenidas por descomposición térmica en medio orgánico..  Ejemplo de ello es la 
formación de una cubierta estable (80% del peso total) mediante el empleo de moléculas 
bifuncionales PEG-lípidos, los cuales se intercalan con las moléculas de ácido oleico (Yue-
Jian et al., 2010).  A pesar de las excelentes propiedades coloidales de estas nanopartículas 
(<60 nm de radio hidrodinámico) la presencia de ácido oleico podría acarrear indeseables 
efectos adversos.  La presencia de moléculas de ácido oleico que se puedan liberar durante 
el proceso de degradación de la nanopartícula podrían provocar disfunción celular, 
metabolismo lipídico alterado, formación de ceramidas, alteración de la síntesis de óxido 
nítrico, y el aumento de la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Aronis et 
al., 2008).  También se ha estudiado el recubrimiento con PEG de nanopartículas obtenidas 
por esta metodología a través de reacciones de intercambio de ligando con reactivos de 
PEG silanos funcionalizados como triﬂuoroetilester (Kohler et al., 2004), PEG-dopamina 
(Amstad et al., 2009; Xie et al., 2007) o funcionalizando la superficie de las nanopartículas 
con un anhidrido trietoxisililpropilsuccínico y posterior conjugación mediante 
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carbodiimida a un PEG aminado (Fang et al., 2009).  En el primer caso se requiere la 
síntesis previa del reactivo de PEG lo cual complica un poco el proceso general de síntesis.  
En el segundo caso, a pesar de que se obtienen nanopartículas con excelentes propiedades 
coloidales, la presencia de dopamina en el sistema constituye una desventaja para 
aplicaciones in vivo.  La liberación de dopamina al medio podría provocar alteraciones 
inmunológicas dado su papel en la regulación de respuesta inmune, provocando una 
mayor susceptibilidad a las infecciones por los patógenos intracelulares y la inhibición 
subsiguiente de la respuesta Th1 y la secreción de citoquinas pro-inflamatorias (Carr et al., 
2003).  En el último caso los autores son capaces de obtener nanopartículas recubiertas 
con radios hidrodinámicos de 50 nm, lo cual constituye una gran ventaja para futuras 
aplicaciones biomédicas y deja las puertas abiertas para un mayor estudio sobre la 
modificación covalente con PEG de nanopartículas magnéticas obtenidas por 
descomposición en medio orgánico.  
 
2.3.4. Sección Experimental 
 
2.3.4.1. Recubrimiento con Agarosa 
 
Las partículas de magnetita preparadas por coprecipitacion se recubrieron con 
agarosa mediante dos procedimientos, in situ durante la síntesis de las partículas y en un 
paso posterior a la síntesis. 
Procedimiento en un solo paso: Este método permite la preparación de 
nanopartículas de óxido de hierro y su recubrimiento con agarosa al mismo tiempo.  Para 
este propósito, 100 mL de una solución de Fe(SO4)•7H2O (10,1 g) se mezclaron con 10 mL 
de una solución de Fe(NO3)3• 9H2O (8,08 g). Esta mezcla se añadió a 400 mL de una 
disolución alcalina (NH4OH, 1M) con 4,2 g de agarosa.  Las nanopartículas se centrifugaron 
(2000 rpm, 5 min) cuatro veces y se colectó el sobrenadante.  Finalmente las partículas se 
centrifugaron (5000 rpm, 5 min) y se recogió la fracción que se mantuvo estable en el 
sobrenadante (MAgr).  Las nanopartículas se dializaron frente a agua destilada durante 48 
horas. 
Procedimiento en dos pasos: En una primera etapa se sintetizaron las nanopartículas 
magnéticas vía coprecipitación como se describe anteriormente y se pasó a la 
modificación superficial con el polímero. La agarosa (5 mg) se disolvió en NaOH (0,5 M) y 
se añadió a las nanopartículas muy lentamente. La mezcla se mantuvo en un baño de 
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ultrasonidos (6 h, 25 º C), seguido por diálisis extensiva durante 48 horas (M6-Agr, M8-
Agr y M12-Agr).  De forma similar se obtuvieron partículas recubiertas con DMSA y 
dextrano aminado para comparar con partículas con diferente carga superficial (Luengo et 
al., 2013).  
 
2.3.4.2. Intercambio de ligandos con DMSA 
 
La preparación de las partículas de magnetita recubiertas de DMSA se realizó en dos 
etapas; la primera de ellas fue la síntesis de las partículas por descomposición térmica en 
medio orgánico descrita en [2.3.1] y la segunda el intercambio de ligandos con DMSA.  
Para la obtención de las partículas estabilizadas en agua (NP-DMSA), se flocularon con 
etanol 50 mg de partículas y resuspendieron en 40 mL de tolueno donde posteriormente 
se añadió una disolución de 90 mg de DMSA en 5 mL de dimetil sulfóxido (DMSO).  La 
mezcla resultante se sonicó durante 5 minutos y agitó mecánicamente en una noria 
durante 48 horas.  Una vez terminada la agitación se lavaron y centrifugaron 
sucesivamente las partículas con etanol.  A continuación se redispersaron las partículas en 
agua y se añadieron unas gotas de NaOH para reducir el diámetro hidrodinámico de la 
suspensión.  Finalmente se dializó la suspensión durante 3 días y filtró a presión por un 
filtro de 0,22 μm de tamaño de poro. 
 
2.3.4.3. Reacción de conjugación a PEG 
 
Para el estudio de la reacción de conjugación a polietilénglicol se emplearon 
polímeros basados en polietilénglicol de diferente longitud y cantidad de grupos activos: 
O-(2-aminoetil) polietilénglicol, (750 y 5000 Da) (PEG-NH2), O,O´-bis(2-aminoetil) 
polietilénglicol, (2000, 6000 ó 20000 Da) (PEG-(NH2)2), y poli(propilénglicol)-
poli(etilénglicol)-poli (propilénglicol) bis(2-aminopropil éter), 1900 Da (PEG-Prop-
(NH2)2).  Se empleó como método de conjugación una reacción mediada por carbodiimida 
(EDC) que permitió la activación de los grupos carboxilos del DMSA y su posterior 
conjugación a los grupos amino del PEG.  La reacción se llevó a cabo en un baño de 
ultrasonido refrigerado empleando 100 mg de NP que fueron mezcladas con 40 mg de los 
derivados de PEG.  La cantidad total de EDC empleado en la reacción (10 mg) fue dividida 
en 5 alícuotas que fueron añadidas cada dos horas y la última adición se realizó 12 horas 
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después.  La relación molar entre grupos COOH/ grupos NH2/ EDC fue 1:1,5:1.  El pH fue 
ajustado a 6 y la mezcla fue sonicada (30 h, 25ºC), y finalmente dializada extensivamente. 
 
2.4. Funcionalización con diferentes moléculas bioactivas 
 
Las propiedades superficiales de las nanopartículas magnéticas permiten que estas 
puedan ser funcionalizadas con una gran variedad de moléculas.  Las principales ventajas 
que se aprovechan son la presencia de grupos funcionales que condicionan el tipo de 
interacción entre las NPM y la molécula de interés, el incremento del área superficial 
disponible en un sistema nanoparticulado y la capacidad de manipulación mediante un 
campo magnético.  Existen numerosos trabajos en la literatura de funcionalización de 
nanopartículas magnéticas con enzimas, anticuerpos, péptidos, ácidos nucleicos que 
muestran el desarrollo creciente de la nanobiotecnología (Berry, 2009).  En este trabajo se 
ha estudiado la funcionalización de diferentes nanopartículas magnéticas con una proteína 
de fusión que contiene un dominio peptídico lectina β-trébol como etiqueta de afinidad y 
solubilidad y con dos péptidos bioactivos (CIGB-300 y CIGB-500).  
 
2.4.1. Proteína de fusión que contiene un dominio peptídico lectina β-
trébol 
 
LSL es una proteína que presenta actividad hemaglutinina y hemolítica, producida 
por el hongo Laetiporus sulphureus.  La estructura cristalina de la proteína ha sido resuelta 
con una resolución de 2.6 Å (Mancheño et al., 2005).  En dicha estructura se observa que 
LSL es una proteína hexamérica y cada monómero de 35 kDa está compuesto por un 
dominio N-terminal tipo lectina y un dominio C-terminal con actividad formadora de 
poros.  El dominio N-terminal tipo lectina tiene una estructura β-trébol similar a las 
estructuras descritas para diferentes toxinas (dominio HA1 de la toxina botulínica de 
Clostridium botulinum, Ricina y Abrina) donde se ha descrito una capacidad de unión a 
residuos de carbohidratos.  En especial, la estructura de LSL ha sido resuelta en complejo 
con dos residuos de lactosa lo que muestra dos sitios de unión por monómero para este 
carbohidrato.  
El dominio N-terminal tipo lectina β-trébol (LSL150) ha sido obtenido de forma 
recombinante como proteína de fusión con varias proteínas de interés biotecnológico.  La 
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presencia de un sitio de corte para una endoproteasa (TEV) entre ambas proteínas 
representa una gran ventaja para numerosas aplicaciones de interés biotecnológico 
(Angulo et al., 2011).  
 
2.4.2. CIGB-300 
 
El CIGB-300 es una molécula de naturaleza peptídica que inhibe el evento de 
fosforilación catalizado por la enzima Caseína Quinasa 2 (CK2) a través de la interacción 
directa con el sitio fosfoaceptor en el sustrato (Perea et al., 2004).  La enzima CK2 
participa en la fosforilación de más de 300 proteínas celulares que en su conjunto 
representan cerca del 20% del fosfoproteoma celular (Salvi et al., 2009).  Entre los 
sustratos de esta enzima se encuentran factores transcripcionales, moléculas que 
participan en vías de señalización, modificadores del ADN/ARN, reguladores de la síntesis 
proteica, proteínas estructurales, y enzimas del metabolismo celular.  La enorme 
diversidad funcional de los sustratos fosforilados por la CK2 sustenta el carácter 
pleiotrópico de la enzima a través de su participación en procesos celulares globales como 
la síntesis de ARN ribosomal y de transferencia (Ghavidel and Schultz, 2001), la apoptosis 
(Guo et al., 2001), la supervivencia celular (Ahmed et al., 2002), y la transformación 
maligna (Tawfic et al., 2001). 
Estudios previos han demostrado la capacidad de este péptido para inhibir la 
proliferación celular y retardar el crecimiento tumoral en un modelo singénico de cáncer 
(Perea et al., 2008).  
 
2.4.3. CIGB-500 
 
El GHRP6 (CIGB-500) es un péptido sintético de seis aminoácidos que es miembro 
de la familia de agentes secretagogos de la Hormona de Crecimiento (GH) (Bowers, 1998). 
Además de promover la secreción de la GH, las evidencias indican que el GHRP6 y sus 
análogos sintéticos (GHRP1, GHRP2, hexarelina) pueden ejercer acciones 
cardiovasculares; como es el incremento de la contractilidad del miocardio (Bisi et al., 
1999), y la prevención de la disfunción sistólica y diastólica inducida por la isquemia o por 
una MCD familiar (Tivesten et al., 2000).  Los mecanismos moleculares que subyacen tras 
estos efectos cardioprotectores de los GHRP no están identificados completamente.  Este 
pétido también se une con gran afinidad al receptor CD36 que se encuentra distribuido de 
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forma ubicua en el organismo (Febbraio et al., 2001).  Teniendo en cuenta la 
disponibilidad de este receptor en el hígado, se ha observado que la administración del 
péptido CIGB-500 en modelos animales de fibrosis hepática ha reducido 
significativamente la progresión de la enfermedad ya que podría actuar como un agente 
hepatoprotector (Berlanga-Acosta et al., 2012).  
 
2.5. Caracterización 
 
2.5.1. Materiales 
 
Todos los reactivos y solventes utilizados presentaban un grado de pureza analítico 
(>98%) y fueron suministrados por distintas casa comerciales (MERCK, Sigma, Fluka).  El 
péptido CIGB-300 fue obtenido con una pureza superior al 98% en la unidad de Síntesis 
Química del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB, La Habana).  El péptido 
CIGB-500 fue obtenido con una pureza superior al 98% en los laboratorios Lipotec SA 
(Barcelona, España). Los anticuerpos Ab55735, Ab75973 y Ab85370 fueron adquiridos en 
Abcam (España).  Las ratas, de la línea Wistar, hembras, de 9 a 10 semanas de edad y de 
200 a 250 g de peso corporal; se adquirieron en el Centro Nacional para la Producción de 
Animales de Laboratorio (Cuba) y en la Universidad de Brasilia.  Estos animales se 
mantuvieron y manipularon en concordancia con lo aprobado por los comités de ética 
para el uso y cuidado de animales de laboratorio de las correspondientes instituciones.  No 
existieron especificaciones de agua, comida o condiciones de alojamiento para los 
animales, en ninguno de los ensayos realizados. 
 
2.5.2. Técnicas 
 
2.5.2.1. Nanopartículas 
 
La microscopía de transmisión electrónica (TEM: 200-keV JEOL-2000 FXII) se utilizó 
para medir el tamaño, forma y distribución de las partículas tanto en medio orgánico como 
después de transferidas a medio acuoso.  Se depositó una gota diluida de las diferentes 
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suspensiones de nanopartículas sobre una rejilla de cobre y se dejó secar en una estufa a 
50ºC antes de ser observadas al microscopio electrónico. 
Con la espectroscopía infrarroja (FTIR: Nicolet 20 SXC) se caracterizó el 
recubrimiento de las nanopartículas a través de la identificación de los grupos funcionales.  
Las muestras se prepararon al 2% en peso de nanopartículas en KBr y compactaron hasta 
formar la pastilla que se emplea para el análisis. 
El análisis termogravimétrico (Seiko TG/ATD 320 U, SSC 5200) a 10ºC/min y en 
flujo de aire de aproximadamente 10 mg de muestras, previamente secadas a 50ºC en la 
estufa permitió cuantificar dicho recubrimiento orgánico en los diferentes procesos de 
síntesis y posterior modificación superficial. 
El magnetómetro de muestra vibrante (VSM, MLVSM9 MagLab 9 T, Oxford 
Instruments) ha permitido evaluar las propiedades magnéticas de las nanopartículas en 
polvo y en líquido, así como su cuantificación en las diferentes muestras de tejidos.  Se 
registraron las curvas de imanación a temperatura ambiente después de aplicar un campo 
máximo de entre 1 y 5 T, en función de la muestra y el tipo de estudio.  Este tipo de 
medidas permite conocer el valor de la magnetización de saturación (Ms), que es el valor 
de la magnetización cuando todos los momentos magnéticos se encuentran alineados con 
el campo magnético externo aplicado.  Ms es una propiedad intrínseca del material, por lo 
que conociendo la Ms de una mezcla podemos saber el porcentaje de material magnético 
presente en la misma. 
Las medidas de susceptibilidad AC de los órganos se realizaron en un magnetómetro 
SQUID con opción de medidas AC (Universidad de Zaragoza).  Se midió la susceptibilidad 
AC entre 5 y 300 K de temperatura.  La amplitud del campo alterno ha sido en todos los 
casos de 0,41 Oe y la frecuencia de 11 Hz.  Este tipo de medidas permite diferenciar los 
distintos tipos de material magnético presente en una muestra, de forma que podemos 
distinguir la respuesta producida por las nanopartículas acumuladas en los tejidos 
extraídos de los distintos grupos de tratamiento y la que se debe a otros componentes 
magnéticos que pueda contener el tejido (ferritina). 
El DLS (Nanosizer ZS, Malvern) permitió la caracterización de las propiedades 
coloidales de las nanopartículas.  La medición de los diámetros hidrodinámicos (Dh) de las 
suspensiones se realizó a pH 7 en medio acuoso determinando el promedio de las medidas 
de intensidad.  El grado de polidispersidad de la muestra (PDI, por sus siglas en inglés), se 
determinó dividiendo la desviación estándar de los valores entre el valor medio.  La 
medición del potencial-Z de las partículas se realizó utilizando una solución de 0,001 M de 
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KNO3, mientras que la variación de pH del medio se realizó empleando soluciones a 0,001 
M de KOH o HCl. 
Mediante el ICP-OES se ha podido conocer la concentración de Fe de las 
suspensiones, así como en las muestras de sangre y tejidos analizadas.  Las muestras se 
digirieron con agua regia y se calentaron a 80ºC durante 1 hora.  
El ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) que emplea un anticuerpo 
para la detección específica del PEG se utilizó para la caracterización del recubrimiento de 
las nanopartículas modificadas con los diferentes polímeros.  Se tapizó la placa de ELISA 
con el anticuerpo PEG02 (5 µg/ml en PBS (80 µl/pocillo)) a 4ºC durante la noche.  
Posteriormente se lavó la placa con PBS y se bloqueó PBS 1X/BSA 0.5% (180 µl/pocillo) 
durante 1 hora a temperatura ambiente.  Se preparó un lote inicial de nanopartículas a 0,5 
mg/mL en PBS/BSA 0,5% y se realizaron diluciones seriadas, añadiendo 80 μL por pocillo.  
Se incubó durante 1 hora y se lavó 5 veces con PBS 1x.  Finalizado este paso, se lava de 
nuevo la placa 3 veces con PBS, y se incuba con el anticuerpo PEG02 biotinilado (2 µg/ml 
en PBS/BSA 0,5%) durante 1 hora.  Se lava de nuevo la placa 3 veces con PBS, y se incuba 
con el conjugado a Strep-Avidina HRP (80 µl/pocillo), 1 hora a temperatura ambiente.  Se 
empleó la relación 12 µl de conjugado+ 18000 µl de PBS/BSA 05%.  Finalmente, se lava 5 
veces la placa con PBS 1X, y se añade el sustrato (o-Fenilendiamina (OPD)) a temperatura 
ambiente. Relación 10 µl H2O2/20 ml OPD (80 µl/pocillo).  Se para la reacción con H2SO4 
2.5 M (40 µl/pocillo).  La lectura de los valores de absorbancia se realiza a 405 nm.  La 
técnica de ELISA también fue utilizada para la cuantificación de diferentes proteínas de la 
ruta metabólica del hierro (DMT-1, Ferroportina, y Ferritina) a partir de homogenados de 
hígado, riñón y bazo de rata.  Los anticuerpos monoclonales utilizados para la captura 
fueron Ab55735, Ab75973 y Ab85370.  Para la detección se empleó un anticuerpo 
secundario anti IgG conjugado a peroxidasa y se empleó como sustrato el OPD.  
Los valores de relaxividad (Ri, 1/Ti, s-1, i = 1, 2)) de las suspensiones de 
nanopartículas, así como de las muestras de sangre se obtuvieron a través de la medición  
de los tiempos de relajación (Ti, s) a 37 ºC, empleando un campo magnético de 1.5 T y una 
secuencia T2 CP (Minispec MQ60, Bruker).  El ajuste lineal de los valores de Ri a diferentes 
concentraciones de Fe permitió calcular el valor de relaxividad de las muestras (ri, s-1 mM-
1) mediante la ecuación: Ri = Rbi + ri[Fe] 
El HPLC se utilizó para la cuantificación de los diferentes péptidos en los estudios de 
caracterización de las reacciones de unión péptido:nanopartículas.  Se empleó una 
columna Aeris PEPTIDE 3.6u XB-C18 de 250 x 4.6 mm.   
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La electroforesis SDS-PAGE se utilizó para el estudio de unión de las proteínas LSL150 
y LBL152 a NPM con diferentes tipos de recubrimiento.  Se emplearon geles lineales (15% 
acrilamida).  Estos fueron teñidos específicamente para proteínas con Coomassie brilliant 
blue R-250 (CBB).  La imágenes digitales de los geles fueron obtenidas con un escaner 
ScanJet 4c/T (Hewlett Packard) y analizadas con el software Image J v1.32. 
 
2.5.2.2. Ensayos celulares 
 
Los ensayos celulares se han llevado a cabo en cultivos de diferentes líneas celulares 
(HeLa, HepG2, MCF-7, MCF-10).  Las células se cultivaron según las especificaciones 
recomendadas para cada línea (http://www.atcc.org).  Los cultivos celulares se realizaron 
en una incubadora a 37 ºC en una atmósfera al 5% de CO2. 
Para los experimentos de internalización de las nanopartículas dentro de las células, 
estas crecieron sobre cubreobjetos y se incubaron durante distintos intervalos de tiempo 
(24-72 horas) a distintas concentraciones de nanopartículas (0,05 Fe/ml, 0,1 mg de Fe/ml, 
0,3 mg de Fe/ml y 0,5 mg de Fe/ml).  Una vez finalizada la incubación, se eliminó el medio 
de cultivo donde se encontraban las partículas y las células se lavaron 3 veces con tampón 
fosfato salino (PBS) para su observación inmediata en un microscopio óptico.  De forma 
paralela, células que habían recibido el mismo tratamiento se procesaron para realizar la 
tinción con azul de Prusia, que tiñe de azul el hierro de forma específica.  Las fotografías 
fueron tomadas en un microscopio Olympus BX61 equipado con una cámara digital 
Olympus DP50. 
La citotoxicidad de las células HeLa al ser incubadas con las nanopartículas se 
determinó mediante ensayos MTT (Sigma, St Louis, USA).  Una vez pasadas 24 horas de la 
incubación de las células con las partículas se añadió MTT a cada pocillo (100 μg/mL en el 
medio) y dejo reaccionar durante 3 horas a 37 ºC.  Tras ese tiempo, el formazán creado en 
las células fue diluido añadiendo 0,5 mL de DMSO en cada placa y la densidad óptica fue 
medida a 540 nm en un espectrofotómetro (Tecan Spectra Fluor).  La supervivencia 
celular fue expresada como el porcentaje de absorbancia de las células tratadas en 
comparación con la de las células control (que no estaban incubadas con nanopartículas).  
Los resultados obtenidos son el valor medio y la desviación estándar de al menos 6 
experimentos. 
La proliferación y migración celular se evaluó en tiempo real mediante un 
analizador xCELLigence RTCA-DP (Roche & ACEA).  El sistema permite la medición de la 
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impedancia en el fondo del pocillo de cultivo que se encuentra conectado a unos 
microelectrodos a través de los cuales se aplica una corriente de 20 mV.  Al aumentar el 
número de células en el fondo del pocillo se produce un aumento de la impedancia.  
La genotoxicidad de las nanopartículas se determinó mediante el ensayo de Cometa.  
Se mezclaron 120 μL de agarosa de bajo punto de fusión (7%) con 40 μL de sangre 
periférica extraída de las ratas y aplicadas sobre portaobjetos previamente recubiertos 
con agarosa.  Estas láminas fueron sometidas a una electroforesis (25 Volts, 300 mA) y 
fijadas en metanol.  Se contaron 150 células por individuo (test ciego) empleando una 
tinción con bromuro de etidio en un microscopio de fluorescencia (ZEISS Axioskop 2 - HAL 
100).  
 
2.5.2.3. Estudios in vivo 
 
Los estudios in vivo de Resonancia Magnética Nuclear (1,5 T Symphony Maestro 
class MRI Siemens scanner (Germany)) se realizaron empleando ratas Wistar como 
modelo animal. Los parámetros empleados fueron los siguientes: Secuencia de pulsos: T2 
Turbo Spin Eco (TSE) con Tiempo de Eco Time (TE) de 64 ms and Tiempo de Repetición 
(TR) de 4000 ms. La secuencia VIBE fue examinada también con TE = 4 ms y TR = 11,3 ms.  
Las imágenes registradas se analizaron empleando la versión del programa eFilm 2.1.1.  Se 
midió la intensidad de dos áreas del hígado (0,4 cm2) y se utilizó como control un área (0,1 
cm2) correspondiente al músculo.  Con las intensidades medidas de cada imagen Ii se 
determinó la relación (Ii- I0)/I0) en función del tiempo para seguir in vivo el proceso de 
absorción, residencia y excreción de las nanopartículas en el hígado. 
Los estudios de biodistribución y degradación o eliminación de las nanopartículas 
fueron realizados en ratas Wistar empleando dos dosis diferentes (0,5 y 2,5 mg/kg de peso 
del animal) inyectadas por vía intravenosa y se hizo un seguimiento hasta 60 días después 
de la administración de las nanopartículas.  Se sacrificaron los animales y se colectaron 
diferentes órganos: hígado, bazo, pulmones y riñones.  Algunos fragmentos fueron 
homogeneizados y extraídas las proteínas del tejido, otros embutidos en parafina y 
preparados para su observación al microscopio óptico, y otros liofilizados y analizados por 
técnicas magnéticas y no magnéticas. 
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Capítulo 3. Inmovilización de 
enzimas sobre nanopartículas 
magnéticas 
 
La heterogeneidad química y estructural de las proteínas impide desarrollar 
protocolos universales de alto rendimiento universales para la purificación y 
caracterización de estas moléculas (Waugh, 2005).  Otros problemas relevantes asociados 
al diseño de este tipo de procesos son el bajo rendimiento en la producción y la escasa 
solubilidad de muchas de las proteínas sobre-expresadas (Esposito and Chatterjee, 2006).  
Una aproximación bastante empleada en el desarrollo de protocolos de alto rendimiento 
de producción/purificación de proteínas en E. coli es el uso de etiquetas de afinidad 
("affinity tag")(Waugh, 2005).  Estas etiquetas son proteínas o péptidos que, fusionados a 
la proteína recombinante de interés, idealmente permitirían aumentar el rendimiento de 
su expresión, incrementar su solubilidad y/o desarrollar un protocolo simple y eficaz de 
purificación.  Generalmente estas etiquetas se suelen ubicar hacia el extremo N-terminal 
de la proteína de interés, en donde proporcionaría un entorno eficaz para iniciar el 
proceso de traducción.  Esto evita que el ARNm adopte estructuras secundarias que 
pudiesen interferir en la unión a los ribosomas (Hartz et al., 1991).  Además deben 
permitir desarrollar un protocolo de purificación eficaz, potencialmente escalable con 
costes mínimos.  En este sentido, la matriz de afinidad cobra especial relevancia durante el 
proceso de purificación.  Por otro lado, la disociación de la proteína inmovilizada en la 
matriz debe producirse en condiciones no "agresivas" para el estado nativo de la proteína 
y cualquier estrategia basada en el uso de etiquetas de afinidad debe proporcionar la 
posibilidad de eliminarla de un modo eficaz.  La disponibilidad de endoproteasas de gran 
especificidad como AcTEV® (Invitrogen) o PreScission® (Amersham Biotech) han 
mitigado notablemente este problema.  Los aminoácidos determinantes de la especificidad 
de estas endoproteasas localizados en el lado C-terminal de la proteína y permanecerán en 
las etiquetas tras la hidrólisis.  Sin embargo este enlace debe encontrarse accesible para la 
endoproteasa.  
El módulo lectina de la proteína hemolítica del hongo Laetiporus sulphureus (los 
primeros 150 aminoácidos: LSL150) es funcional y se ha observado que se pliega 
adecuadamente acompañado de diferentes proteínas en su extremo C-terminal además de 
conservar su capacidad de unión de azúcares tipo agarosa (Angulo et al., 2011).  Dicha 
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estructura se ha estudiado como etiqueta de afinidad para la purificación de proteínas de 
fusión empleando matrices cromatográficas derivadas de agarosa (Sepharose™ 4B, 6B, CL- 
4B, CL-6B) y con el empleo de eluyentes como la D(+)-lactosa (Angulo et al., 2011).   
En este trabajo se ha estudiado la interacción de dos lectinas (LSL150 y LBL152) con 
nanopartículas recubiertas de agarosa con el objetivo de estudiar esta etiqueta de afinidad 
en procesos de purificación de proteínas de fusión utilizando las propiedades magnéticas 
de dichas partículas para facilitar su recuperación.  Se determinará si el sistema tiene un 
carácter bioespecífico y orientado espacialmente dado por el reconocimiento a la agarosa 
y si es un proceso de interacción reversible mediado por lactosa.   
 
3.1. Síntesis de nanopartículas recubiertas de agarosa 
 
Para la obtención de partículas magnéticas recubiertas de agarosa se estudiaron dos 
métodos de síntesis.  El primer método estudia la síntesis de las partículas en un solo paso, 
mientras que en el segundo procedimiento (en dos pasos) se obtienen las partículas de 
maghemita via coprecipitación y son funcionalizadas posteriormente con dicho polímero 
(Figura 7).  Las nanopartículas magnéticas obtenidas según el procedimiento en un paso 
(MAgr), son obtenidas en presencia del polímero.  A pesar de que este procedimiento 
presenta grandes ventajas en cuanto a rendimientos y rapidez, dichas partículas presentan 
una reducida actividad coloidal y una amplia distribución de agregados (Tamaño 
Hidrodinámico: 317 nm, PDI: 0,345) (Figura 8C).  Las partículas presentan una carga 
superficial baja a pH 7 (Z=-6 mV), sin embargo su punto isoeléctrico es bastante cercano al 
de la maghemita sin modificar (PI=6) (Garcell et al., 1998)(Figura 8D).  En este caso, el 
tamaño de partícula no se puede controlar y es un tamaño reducido ya que resulta de una 
nucleación y un crecimiento limitado por la presencia del polímero en el medio de 
reacción. 
Por otra parte, las partículas obtenidas según el protocolo en dos pasos presentan 
radios hidrodinámicos menores y una distribución de tamaño más estrecha.  Las 
propiedades físico-químicas de las partículas de maghemita de diferentes tamaños (M6, 
M8 y M12) obtenidas por coprecipitación han sido ampliamente descritas en una reciente 
publicación (delaPresa et al., 2012).  
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Figura 7.  Representación esquemática de los procedimientos empleados para la obtención de nanopartículas 
recubiertas de agarosa.  
 
También es posible observar diferencias en la carga superficial de las partículas a pH 
7, por ejemplo, M6-Agr tiene una carga superficial a pH 7 de -15 mV mientras que M12-Agr 
presenta valores aproximados a -7 mV.  Esto podría deberse a la relación inversa entre el 
tamaño de partícula y el área superficial disponible  para la modificación con el polímero.  
 
Tabla 3. Resumen de preparación de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro. 
Muestras Radio 
Hidrodinámico 
(nm) 
PdI Potencial Z 
(pH 7) 
M6 48 0,2 15 
M8 55 0,2 15 
M12 75 0,2 15 
M6-Agr 256 0,2 -15 
M8-Agr 267 0,2 -11 
M12-Agr 282 0,2 -7 
MAgr 317 0,3 -6 
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Figura 8.  Imágenes de TEM de nanopartículas obtenidas por coprecipitación: A) 8 nm.  B) 12 nm.  
Propiedades coloidales de las nanopartículas obtenidas en los diferentes procedimientos. (C) Radios 
hidrodinámicos. (D) Potencial Z en función del pH.  
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3.2.  Estudio de inmovilización de lectinas 
 
En colaboración con el Dr. José Miguel Mancheño (Instituto de Química Física 
Rocasolano, CSIC) se realizó un estudio acerca de la interacción entre dos proteínas tipo 
lectina (LSL150 y LBL152) y nanopartículas magnéticas de óxido de hierro con distintos 
recubrimientos orgánicos.  Este proceso se estudió con las partículas recubiertas de 
agarosa obtenidas según los procedimientos descritos anteriormente.  Además, con el 
objetivo de estudiar la influencia de la carga superficial de la partícula, así como el grado 
de especificidad en la unión proteína : partícula, también se analizó la interacción con NPM 
de maghemita sin recubrimiento (baja carga superficial a pH 7), modificadas con DMSA 
(cargadas negativamente a pH 7), y con aminodextrano (positivamente cargadas a pH 7) 
(Figura 9A). 
 
3.2.1. Interacción con NPM con diferentes recubrimientos 
 
Las proteínas fueron incubadas en viales de polipropileno de 1,5 mL con las 
nanopartículas (Relación: 10 mg NP : 1mg proteína) en un volumen final de mezcla de 50 
μL durante 2 horas.  Las nanopartículas fueron separadas magnéticamente y el 
sobrenadante fue analizado mediante electroforesis SDS-PAGE.  Los geles fueron teñidos 
con Comassie blue R-250 (CBB) como tinción específica para proteínas (Figura 9B yC) y 
analizados densitométricamente con el software Image J v1.32 (Figura 9D).  
Como resultado general se observó que ambas proteínas muestran un 
comportamiento similar frente a los diferentes tipos de NPM.  Sin embargo LSL150 
interactúa más fuertemente, lo cual pudiera estar debido a una mayor presencia de 
aminoácidos cargados en la superficie de la proteína en comparación con LBL152.  La 
mayor eficiencia de unión se obtuvo para las nanopartículas de maghemita sin 
recubrimiento M8 (proteína libre: LSL150 (5%) y LBL152 (15%)).  Esto puede estar debido a 
que dichas partículas presentan numerosos grupos OH en su superficie, que podrían 
mimetizar los grupos que estas proteínas normalmente reconocen en su interacción con 
carbohidratos. 
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Figura 9.  (A) Representación esquemática de las NPM con diferentes recubrimientos empleadas en el ensayo 
de unión a LSL150 y LBL152.  (B-C) Análisis por SDS-PAGE (gel: 15%) del sobrenadante colectado después de 2 
horas de incubación de las nanopartículas en presencia de las proteínas a LSL150 y LBL152. Los geles fueron 
teñidos con Comassie blue (CBB).  (D) Análisis densitométrico con el software Image J v1.32 para la 
cuantificación de proteína libre después del ensayo de unión a las NPM (■LSL150 y ■LBL152). 
La estructura cristalográfica de esta proteína en ausencia de ligandos muestra que 
estos sitios de unión están ocupados por grupos OH de moléculas de agua mediante 
interacciones de Van der Waals y puente de hidrógeno.  La interacción con estos grupos 
OH no requiere de ningún cambio conformacional de la proteína (Angulo et al., 2011).  
Además dichas partículas presentan el menor radio hidrodinámico y por tanto la mayor 
área superficial disponible para la interacción con dichas proteínas. 
También se observó una fuerte unión a las nanopartículas recubiertas de agarosa.  
Sin embargo esta unión es más eficiente con las partículas obtenidas en dos pasos 
(proteína libre: (M8-Agr: LSL150 (55%) y LBL152 (45%); MAgr: LSL150 (70%) y LBL152 
(80%)).  Es posible que esto se deba a que dichas partículas presentan un mejor 
recubrimiento polimérico y una mayor área superficial disponible para la interacción con 
la proteína. 
Por otra parte la interacción con las NPM recubiertas con DMSA (cargadas 
negativamente) y con aminodextrano (cargadas positivamente) resulta prácticamente 
nula.  Esto podría sugerir  que predomina una interacción bioespecífica de dichas 
proteínas con las partículas de maghemita o agarosa mediada por el reconocimiento de los 
aminoácidos que conforman los sitios de unión a este disacárido y no por interacciones 
electrostáticas de los aminoácidos superficiales.  
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3.2.2. Caracterización químico-física de los complejos LSLS150-NPM 
 
Con el objetivo de estudiar las propiedades coloidales después de la unión de la 
proteína LSL150 a las NPM de maghemita (M8) y recubiertas de agarosa (M8-Agr) se 
midieron el radio hidrodinámico y el potencial Z de las nanopartículas libres y en complejo 
con la proteína (Figura 10).  Para ambos tipos de NPM el radio hidrodinámico aumenta 
después de la unión a la proteína.  En el caso de las nanopartículas recubiertas de agarosa 
(M8-Agr) este pasa de 282 a 1563 nm (Figura 10A), mientras que las de maghemita sin 
recubrimiento (M8) aumentan de 42 a 82 nm (Figura 10B).  Por otra parte, después de 
unir la proteína también se observa una reducción de la carga superficial neta a pH 7 
(Figura 10C).  La carga superficial de las NPM M8-Agr (-9,8 mV) y de M8 (11,2 mV) 
disminuye hasta valores de -5,6 mV y -3,18 mV respectivamente.  
El análisis comparativo por espectroscopía infrarroja de las muestras de M8-Agr y 
en complejo con LSL150 también confirmó la unión de la proteína a las nanopartículas.  El 
espectro de la muestra M8-Agr consiste en un pico importante en la región de 550-600 cm-
1 correspondiente a la vibración del enlace (Fe-O), así como un pico ancho entre 3000-
3500 cm-1 debido a los grupos OH presentes en la superficie de la NPM recubierta de 
agarosa (Roca et al., 2007).  Después de la unión de la proteína aparecen bandas 
características de diferentes aminoácidos: 2000 cm-1 (S-H de Cys), 1520 cm-1 (OH de Tyr, 
and C-H, C-N de Trp), 1462 cm-1 (CH3 de Phe, C-N de Pro), 1375 cm-1 (CH3 de Val y Leu), 
1150-1170 cm-1 (γ-CH2 de Trp y Thr), 1070 cm-1 (grupo indol de Trp) y 967 cm-1 (C-O de 
Ser) (Barth, 2007). 
La eficiencia del proceso de recubrimiento fue evaluada a través de la cuantificación 
por termogravimetría del polímero unido a la nanopartícula de óxido de hierro.  El análisis 
para las NPM de maghemita sin modificar muestra una pérdida de peso durante el 
calentamiento de ~8 %, debida a la eliminación de las moléculas de agua fisisorbida y 
quimiadsorbida a las nanopartículas (Figura 10G).  M8-Agr mostró una pérdida total de 
peso del 16% de la cual el polímero representa un 8% (Figura 10E).  Este resultado 
confirma la modificación superficial de las NPM con la agarosa ya observada por la 
variación de la carga superficial neta después del proceso de recubrimiento (Figura 8B). 
Ambas NPM fueron analizadas en complejo con LSL150.  En el caso de M8-LSL150 la 
pérdida de peso correspondiente a la proteína es de ~15%, lo cual representa 1,65 mg de 
la biomolécula.  En el caso de la pérdida de peso correspondiente a proteína para M8-Agr 
esta es sólo de un 9% (0,9 mg).  Teniendo en cuenta la cantidad de proteína cuantificada 
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en el ensayo así como el área superficial de las nanopartículas se puede calcular que 
existen aproximadamente 1,09 LSL150 moléculas·nm-2 de M8 mientras que para M8-Agr 
este valor es de 2.81 LSL150 moléculas·nm-2.  Los resultados se resumen en la Tabla 4.  
 
Tabla 4. Resumen de las propiedades químico-físicas de LSL150 en complejo con las NPM. 
 
 
Con el objetivo de estudiar el carácter bioespecífico y reversible de la unión de 
ambas proteínas (LSL150 y LBL152) a las nanopartículas recubiertas de agarosa se 
realizaron 3 ensayos de unión: 
Ensayo A: Incubación de la proteína con las nanopartículas durante 2 horas. 
Ensayo B: Incubación de las proteínas con las nanopartículas en presencia de 
lactosa (0,2 M) durante 2 horas.  En este caso la lactosa se uniría a los sitios de unión de 
carbohidratos que poseen dichas proteínas e impediría su reconocimiento a la agarosa. 
Ensayo C: Incubación de la proteína con las nanopartículas durante 1 hora y 
posterior adición de lactosa (0,2 M) e incubación durante 1 hora.  La adición posterior de 
lactosa debería provocar la disociación de las proteínas unida a las nanopartículas 
demostrando la reversibilidad del proceso de unión. 
Muestras Dh/ 
nm 
Área 
superficial/ 
nm2 
Moléc. de 
LSL150 unidas/ 
mg 
Moléc. de LSL150 
unidas/ 
(MW=17365,5 
g·mol-1) 
Densidad de 
moléculas de LSL150/ 
Moléc.·nm-2 
M8 
 (11 mg)  
55 5,2E+16 1,65 5,7E+16 1,09 
M8-Agr 
 (10 mg) 
267 1,1E+16 0,9 3,1E+16 2,81 
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Figura 10.  Propiedades coloidales de los complejos NPM-LSL150.  (A) Radio hidrodinámicos de las NPM 
recubiertas de agarosa (M8-Agr) libre y en complejo con la proteína.  (B) Radio hidrodinámicos de las NPM de 
maghemita (M8) libre y en complejo con la proteína.  (C) Variación de la carga superficial a pH 7 después de la 
unión de la proteína.  (D) Análisis por espectroscopía infrarroja (FTIR) de las NPM recubiertas de agarosa 
libres y en complejo con LSL150.  (E-H) Análisis termogravimétrico de las NPM antes y después de la unión de la 
proteína.  
 
En este caso la lactosa se uniría a los sitios de unión de carbohidratos que poseen 
dichas proteínas e impediría su reconocimiento a la agarosa.  Ensayo C: Incubación de la 
proteína con las nanopartículas durante 1 hora y posterior adición de lactosa (0,2 M) e 
incubación durante 1 hora.  La adición posterior de lactosa debería provocar la disociación 
de las proteínas unida a las nanopartículas demostrando la reversibilidad del proceso de 
unión.  Se retiraron magnéticamente las NPM y el sobrenadante fue analizado mediante 
 45 
 
electroforesis SDS-PAGE.  Los geles fueron teñidos con CBB y analizados 
densitométricamente con el software Image J (Figura 11).  En el ensayo A se obtuvieron 
resultados similares a los descritos anteriormente (Figura 9).  LSL150 mostró una mayor 
capacidad de unión a las NPM que LBL152.  Las proteínas interactúan fuertemente con las 
nanopartículas de maghemita M8 (proteína libre: LSL150 (18%) y LBL152 (40%)).  También 
se observó una fuerte unión a las nanopartículas recubiertas de agarosa M8-Agr (proteína 
libre: LSL150 (33%) y LBL152 (48%)).  La interacción con las partículas MAgr resulta más 
débil (proteína libre: LSL150 (48%) y LBL152 (74%)) y prácticamente no se observa unión a 
las NPM recubiertas de DMSA y aminodextrano (Figura 11A).  En el ensayo B se pudo 
observar que la lactosa impide la unión de las proteínas a las nanopartículas.  En particular 
se modifica la interacción con las NPM recubiertas de agarosa (Figura 11B).  En el ensayo 
C se observa que la unión de las proteínas a las nanopartículas de agarosa puede ser 
revertida al añadir lactosa al medio (Figura 11C). 
 
3.3. Carácter bioespecífico del sistema LSL150-NPM 
 
Con el objetivo de evaluar la factibilidad del diseño de un sistema de purificación de 
proteínas basado en NPM recubiertas de agarosa para una proteína que contenga un 
dominio lectina como etiqueta de afinidad se expresó la proteína EGFP (Enhanced Green 
Fluorescent Protein, siglas en inglés) fusionada al módulo lectina de la proteína hemolítica 
del hongo Laetiporus sulphureus: LSL150 (LSL150- EGFP).  Al emplear una etiqueta de 
afinidad como LSL150 estamos buscando que el sistema tenga un carácter bioespecífico y 
orientado espacialmente dado por el reconocimiento a la agarosa.  Además este debe ser 
un proceso de interacción reversible mediado por lactosa.  Para este experimento se 
emplearon las muestras de NPM M8-Agr y M8, con las cuales ya se había observado una 
fuerte interacción entre LSL150 y la NPM.  La construcción genética de LSL150-EGFP 
contiene una secuencia de nucleótidos que codifica para los aminoácidos que conforman el 
sitio de corte de la endoproteasa TEV (Tobacco Etch Virus, siglas en inglés).  Esta 
secuencia se ubica hacia el extremo C-terminal de LSL150 y a continuación se encuentra la 
secuencia aminoacídica de EGFP que se empleará como proteína modelo.   
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Figura 11.  Carácter bioespecífico y reversible en la unión de LSL150 y LBL152 a las distintas NPM.  (A) Ensayo 
A en medio acuoso.  (B) Ensayo B en presencia de lactosa.  (C) Ensayo C en medio acuoso y posterior adición 
de lactosa al medio.  Análisis densitométrico con el software Image J v1.32 para la cuantificación de proteína 
libre después del ensayo de unión a las NPM (■LSL150 y ■LBL152). 
 
En el panel superior de la Figura 12 se observa una representación esquemática de 
la interacción de esta proteína con las NPM.  En el panel inferior de la figura se observan 
los resultados obtenidos por electroforesis SDS-PAGE del sobrenadante colectado en 
varias condiciones experimentales que se describen a continuación.  Los geles fueron 
teñidos con CBB y analizados densitométricamente con el software Image J. 
En el carril 1 se observa una banda que se corresponde por su peso molecular con la 
proteína LSL150-EGFP.  Esta muestra fue incubada en presencia de M8-Agr y lactosa 0,2 M 
para prevenir la unión a la nanopartícula y no se añadió TEV. En el carril 2 y 3 se puede 
observar lo que le ocurre a una muestra similar después de 1 y 12 horas de reacción de la 
endoproteasa respectivamente.  Al realizar esta reacción de corte en presencia de lactosa 
la proteína no se encuentra unida a las nanopartículas sino libre en el sobrenadante.  En 
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los carriles 2 y 3 se comprueba que la enzima es activa y que al cabo de 12 horas ha 
digerido prácticamente toda la muestra de LSL150-EGFP. Los carriles 4 y 5 se corresponden 
con muestras de LSL150-EGFP incubadas en presencia de M8-Agr después de 1 y 12 horas 
de reacción de la endoproteasa respectivamente. Estas muestras fueron incubadas en 
ausencia de lactosa por lo cual en este caso la enzima tiene que realizar el corte en LSL150-
EGFP unida a M8-Agr.  Como se puede observar en estos carriles las bandas 
correspondientes a LSL150-EGFP y a LSL150 son muy pequeñas lo cual indica que en este 
caso sí ocurre interacción entre la proteína y las nanopartículas recubiertas de agarosa.  
También se observa una fuerte banda correspondiente a EGFP al cabo de una hora de 
reacción de la proteasa y un incremento de la misma después de 12 horas lo cual indica el 
proceso de liberación de nuestra proteína modelo.  En los carriles 6 y 7 se observa el 
producto de la acción de TEV después de 1 y 12 horas respectivamente, pero en este caso 
empleando las NPM de maghemita M8.  Después de 1 hora de tratamiento con la enzima 
prácticamente no se observa proteína libre.  Transcurridas 12 horas se ve cómo se ha 
liberado indistintamente LSL150 y EGFP.  Esto es indicador que la proteína LSL150-EGFP se 
une a las partículas de maghemita mediante interacciones electrostáticas inespecíficas.  
Este resultado corrobora los experimentos anteriores de reversibilidad del proceso de 
interacción mediado por lactosa.  Este experimento permite además afirmar que la 
interacción entre LSL150-EGFP se encuentra orientada espacialmente en su interacción con 
las NP recubiertas de agarosa de forma tal que se une a ella por el módulo lectina y deja 
accesible al corte con TEV a EGFP. 
Con el objetivo de comprobar la direccionalidad de la interacción entre proteínas de 
fusión del tipo LSL-X y las nanopartículas recubiertas de agarosa., se produjo y purificó la 
lipasa de Geobacillus thermocatenolatus fusionada a LSL (LSL-BTL2).  LSL-BTL2 fue 
incubada durante 90 min en presencia de las nanopartículas recubiertas de agarosa (M8-
Agr) y de las nanopartículas de maghemita sin recubrimiento (M8) (Figura 13).  Se colectó 
la fracción correspondiente al sobrenadante después de decantar magnéticamente las 
nanopartículas y posteriormente se incubó con lactosa (0.2 M) con el objetivo de revertir 
la unión nanopartículas-proteína.  Las fracciones fueron analizadas mediante 
electroforesis SDS-PAGE y como se puede observar en los carriles 3 y 5 del gel, la lactosa 
permite revertir el proceso de unión de la proteína unida a las nanopartículas recubiertas 
de agarosa, mientras que en el caso de la muestra M8 la proteína continúa inmovilizada en 
la superficie de las nanopartículas.  
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Figura 12.  Interacción de LSL150-EGFP con las NPM recubiertas de agarosa (■LBL150-EGFP, ■LSL150, ■EGFP). 1: 
LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr en presencia de 0.2M de lactosa. 2: LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr en 
presencia de 0.2M de lactosa después de 1 hora de reacción con TEV. 3: LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr en 
presencia de 0.2M de lactosa después de 12 horas de reacción con TEV. 4: LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr 
en ausencia de 0.2M de lactosa después de 1 hora de reacción con TEV. 5: LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr 
en ausencia de 0.2M de lactosa después de 12 horas de reacción con TEV. 6: LSL150-EGFP incubadas con M8 en 
ausencia de 0.2M de lactosa después de 1 hora de reacción con TEV. 7: LSL150-EGFP incubadas con M8-Agr en 
ausencia de 0.2M de lactosa después de 12 horas de reacción con TEV. 8: Patrón de peso molecular. 
 
 
Figura 13.  Interacción de LSL-BTL2 con las NPM recubiertas de agarosa (M8-Agr) y sin recubrimiento (M8).  
1. Control LSL-BTL2.  2. LSL150-BTL2 incubadas con M8-Agr y analizado el sobrenadante.  3. M8-Agr-LSL-BTL2 
incubadas en presencia de lactosa 0,2M.  4. LSL150-BTL2 incubadas con M8 y analizado el sobrenadante.  5. M8-
LSL-BTL2 incubadas en presencia de lactosa 0,2M. 6. Patrón de peso molecular. 
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La hipótesis de este trabajo es que si la interacción entre LSL-BTL2 está mediada 
esencialmente por interacciones entre los azúcares de la agarosa y LSL, la enzima BTL2 
quedará accesible al medio tras su inmovilización en las nanopartículas y su actividad 
enzimática quedará únicamente condicionada por la difusión de su sustrato al interior de 
las mismas.  No obstante, teniendo en cuenta que el tamaño de éste es muy pequeño, la 
actividad de BTL2 no debería depender de si está unida a las NP o está en solución.  Eso es 
lo que se observa en la Figura 14: la actividad de LSL-BTL2 unida a las NP es 
esencialmente igual a la observada en el sobrenadante de LSL-BTL2 + NP tratadas con 
lactosa. 
 
 
Figura 14.  Ensayo de actividad enzimática de la proteína de fusión LSLt-BTL2 inmovilizada sobre las 
nanopartículas  recubiertas con agarosa M8-Agr (arriba) y sobre los núcleos de maghemita sin recubrimiento 
M8 (abajo).  La proteína se incubó con las NPM durante 2 h a temperatura ambiente.  La fracción inmovilizada 
se separó de la fracción soluble, donde permanece la proteína que no se ha unido.  Posteriormente, la fracción 
inmovilizada se trató con 0,2 M lactosa para disociar el complejo lectina:NPM y obtener la fracción eluida.  En 
cada una de las fracciones se midió la actividad hidrolítica de la enzima BTL2. 
 
Estos experimentos permitieron comprobar que el empleo de nanopartículas 
magnéticas recubiertas de agarosa constituye un método viable para la detección y 
purificación de proteínas recombinantes fusionadas al módulo lectina de la proteína 
hemolítica del hongo Laetiporus sulphureus  utilizado como etiqueta de afinidad.  La 
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interacción entre la proteína de fusión tiene un carácter bioespecífico, dirigido 
espacialmente, reversible y accesible al corte con proteasas. Además, al conjugar enzimas 
al módulo lectina de LSL es posible mantener la actividad enzimática de las mismas sobre 
el soporte magnético y posteriormente recuperar la proteína manteniendo su actividad 
biológica. 
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Capítulo 4. Nanopartículas 
magnéticas para diagnóstico y 
tratamiento 
 
En muchas ocasiones el éxito de determinada terapia se ha visto disminuido por la 
inadecuada farmacocinética del fármaco.  Una corta vida media en el organismo y su 
rápido filtración por el riñón provoca que los niveles terapéuticos sólo se alcancen durante 
cortos períodos de tiempo.  Otro problema importante que afecta el uso de determinados 
medicamentos es su reconocimiento por parte del sistema inmunológico.  Por último, el 
mantenimiento de la estabilidad químico-física de las formulaciones farmacéuticas 
constituye también un verdadero reto.   
El desarrollo de nuevos mecanismos de liberación de fármacos ha recibido una 
considerable atención en los últimos años.  Se ha descrito una gran variedad de 
nanoestructuras, como nanopartículas, nanocápsulas, dendrímeros, liposomas, micelas, 
nanotubos, conjugados poliméricos, microgeles, etc (Park, 2013).  Estos sistemas pueden 
ofrecer ventajas sobre las formulaciones tradicionales, sobre todo cuando permiten que la 
liberación del fármaco concentrada en un sitio diana y mínimamente invasiva, ya que 
pueden atravesar poros y membranas celulares.  Otra gran ventaja es que la efectividad 
del medicamento se ve incrementada mediante el control preciso de la dosis requerida y 
del tamaño, la morfología y las propiedades superficiales del compuesto (Lechuga, 2011).  
Uno de los sistemas más prometedores en el campo de la Nanomedicina son las 
nanopartículas superparamagnéticas de Fe3O4 o γ-Fe2O3.  Estas pueden ser dirigidas 
específicamente al órgano deseado con la ayuda de un campo magnético y pueden ser 
convenientemente funcionalizadas con determinadas moléculas o polímeros con el fin de 
unir fármacos a su superficie y liberarlos en la zona de interés (Jain, 2010). 
Sin embargo, existen determinados factores que condicionan el uso de 
nanopartículas magnéticas para aplicaciones biomédicas: el tamaño de partícula, tipo de 
recubrimiento superficial y las propiedades magnéticas.  En este trabajo se ha estudiado la 
obtención de nanopartículas superparamágnéticas de óxido de hierro haciendo hincapié 
en la obtención de un material con un estricto control del tamaño de partícula en un rango 
de 8 a 12 nm, que al ser estabilizado en medio acuoso presente tamaños hidrodinámicos 
<100 nm.  El método estudiado para obtener suspensiones de partículas estables es el de 
intercambio de ligandos con DMSA.  Esta estrategia he permitido obtener unas 
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nanopartículas con excelentes propiedades magnéticas lo cual determinará su eficiencia 
como agentes de contraste y la posibilidad de ser utilizadas como un sistema de liberación 
de fármacos.  La modificación superficial con DMSA posibilita la funcionalización con 
diferentes biomoléculas con actividad terapéutica, así como la unión covalente del PEG, 
que busca mejorar la farmacocinética y aumentar la biocompatibilidad de dichas 
nanopartículas.   
En este capítulo se describe la optimización del proceso de modificación superficial 
de nanopartículas con PEG, la caracterización de estos conjugados y el desarrollo de un 
novedoso método de detección y caracterización de las nanopartículas conjugadas a PEG 
basado en un ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA).  Se ha llevado a cabo 
la evaluación de las nanopartículas como agentes de contraste para MRI midiendo la 
relaxividad de las suspensiones, y como transportadores de fármacos, ensayando la 
conjugación de las nanopartículas a dos péptidos bioactivos. 
 
4.1. Preparación de nanopartículas magnéticas uniformes 
para aplicaciones in vivo 
 
4.1.1. Descomposición térmica de Fe(acac)3 en medio orgánico 
 
La síntesis de las nanopartículas empleadas en este trabajo se llevó a cabo mediante 
el método de descomposición térmica de Fe(acac)3 en medio orgánico descrito en [2.3.4.3].  
Este precursor tiene la ventaja de que la síntesis se realiza en una sola etapa de síntesis, lo 
cual reduce fuentes de variabilidad y requiere también menos tiempo si se compara con 
otras reacciones que emplean precursores orgánicos de hierro diferentes (Hyeon et al., 
2001; Salas et al., 2012).   
La reacción transcurre lentamente hasta la formación del complejo Fe(ole)3 a partir 
del Fe(acac)3 y el ácido oleico (Figura 15).  Inicialmente la mezcla de los reactivoss a 
temperatura ambiente presenta un color rojo intenso (Figura 15A).  Una vez que se 
aumenta la temperatura hasta alcanzar los 70 ºC la mezcla de reacción pasa a tener un 
color negro debido a la reducción parcial del hierro (Figura 15B).  A partir de esta 
temperatura comienza la generación de los complejos precursores de los núcleos.  El 
grupo carboxilo del ácido oleico forma un complejo de coordinación con el hierro que 
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puede ser polinuclear (Kwon et al., 2007) (Figura 15C).  Alrededor de 200 ºC ocurre la 
reacción de intercambio entre el acetilacetonato y el ácido oleico.  
Fe(acac)3 + Ácido oleico ⇔ (Fe(ole)3)x + Subproductos 
La formación del precursor es una reacción de cinética lenta y es un proceso muy 
relacionado con la etapa de nucleación (Figura 15D).  Ya que la reacción no se ve 
favorecida rápidamente es necesario estabilizarla durante 2 horas con el objetivo de 
reducir la polidispersidad de la muestra y controlar el tamaño final de las partículas.  El 
complejo se descompondrá en un proceso instantáneo dando lugar a los núcleos 
magnéticos (Figura 15D) (Kwon et al., 2007).  Posteriormente se dan procesos como la 
maduración de Ostwald, en la que se estrecha la distribución de tamaños, y la 
recristalización que mejora el orden cristalino (Figura 15E) (Ostwald, 1896).  En esta 
etapa influye mucho la composición de la mezcla de surfactantes que forman una capa 
dinámica que es la que controla el proceso de crecimiento de las nanopartículas (Salas et 
al., 2012).  Los surfactantes controlan el proceso donde las moléculas se adsorben y 
desorben de la superficie de los núcleos.  Finalmente la cabeza polar del ácido oleico queda 
unida al hierro de la superficie de la nanopartícula y la cola apolar de la molécula queda 
orientada hacia el exterior como barrera de impedimento estérico que evita la interacción 
entre nanopartículas.  De esta forma las nanopartículas quedan estabilizadas en el medio 
orgánico (Roca et al., 2006).  
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Figura 15.  Esquema del avance de la reacción descomposición térmica del Fe(acac)3 en medio orgánico y en 
presencia de surfactantes. 
 
En este trabajo se observó la influencia del tiempo de reacción durante la etapa de 
crecimiento o maduración.  Para esta etapa se estudiaron tres periodos de tiempo (Figura 
16A: 30 minutos, B: 60 minutos y C: 90 minutos).  
Los resultados obtenidos muestran que al aumentar el tiempo de maduración las 
nanopartículas incrementan su tamaño final ya que se completa al máximo el proceso de 
maduración de Ostwald y se obtienen partículas más grandes y homogéneas a medida que 
aumenta el tiempo de reacción (Figura 16).  De esta forma se obtuvieron partículas de 7, 
10 y 12 nm respectivamente lo cual fue confirmado a partir del análisis de las imágenes de 
microscopía electrónica de transmisión.  Como se puede observar en el histograma de 
tamaño, este método permite la obtención de nanopartículas con un estricto control del 
tamaño y elevada monodispersidad (σ= 0,15). 
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Figura 16.  Imágenes de TEM de partículas de magnetita de diferentes tamaños obtenidas al variar el tiempo 
de reacción.  A: 90 minutos y C: 30 minutos.  B y D: Histograma de tamaños correspondiente.  E) Curvas de 
magnetización a 250K (línea roja: D7nm, línea negra: D12nm).  
 
4.1.2. Conjugación a diferentes polímeros basados en polietilenglicol 
 
Sin embargo las nanopartículas obtenidas se encuentran recubiertas de ácido oleico 
lo cual les confiere un carácter hidrofóbico.  Se requiere entonces una segunda etapa de 
reacción para la eliminación del ácido oleico y la transferencia a medio acuoso de las 
nanopartículas.  
Existen multitud de métodos para estabilizar las partículas de magnetita en agua, ya 
sea por repulsión estérica y/o electrostática.  En este trabajo se estudió una reacción muy 
sencilla que permite la sustitución de los surfactantes que tras la síntesis de las 
nanopartículas quedan unidos a su superficie (ácido oleico y oleilamina) por otra molécula 
responsable de estabilizar a las nanopartículas en agua: el ácido dimercaptosuccínico.  El 
DMSA a través de su grupo -CHSH-COOH constituye un buen agente quelante y permite la 
estabilización del ferrofluido en medio acuoso (NP-DMSA) (Bee et al., 1990; Fauconnier et 
al., 1997; Massart et al., 1995). 
Debido al interés en que las partículas queden modificadas con un polímero como el 
PEG se llevó a cabo una tercera etapa de reacción para unir el polímero.  Para ello se 
estudió la conjugación de diferentes polímeros basados en polietilenglicol: O-(2-aminoetil) 
polietilénglicol, (750 y 5000 Da) (PEG-NH2), O,O´-bis(2-aminoetil) polietilénglicol, (2000, 
6000 ó 20000 Da) (PEG-(NH2)2), y poli(propilénglicol)-poli(etilénglicol)-poli 
(propilénglicol) bis(2-aminopropil éter), 1900 Da (PEG-Prop-(NH2)2) (Figura 17).  Sin 
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embargo la reacción entre los grupos aminos del PEG y carboxilos del DMSA no ocurre de 
forma espontánea, con lo cual se hace necesario un agente que haga favorable este 
acoplamiento.  El uso de carbodiimidas, especialmente la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 
carbodiimida (EDC) es la más utilizada en este tipo de reacciones ya que consiste en un 
método sencillo y permite la funcionalización de las nanopartículas en medio acuoso (Shen 
et al., 2009).  El EDC reacciona con el grupo carboxilo del DMSA formando un grupo O-
acilisourea y este proceso se conoce como “activación”.  Esta estructura sufre una 
aminolisis por parte de la amina para dar lugar a la amida (Nakajima and Ikada, 1995; 
Sheehan and Hess, 1995). 
Este procedimiento ha sido ampliamente descrito en la funcionalización de 
nanopartículas que se han conjugado a diferentes residuos de PEG (Kohler et al., 2006; 
Lattuada and Hatton, 2007; Sun et al., 2010; Sun et al., 2006).  Sin embargo es una reacción 
que requiere un cuidadoso ajuste del pH.  En nuestro caso ajustamos el pH de la reacción 
entre 5,5-6 buscando una mayor estabilidad para la carbodiimida y permitir la activación 
de los grupos carboxilos.  También fraccionamos el proceso de adición de la carbodiimida 
ya que esta se hidroliza con el tiempo, y se ha observado que la adición en exceso de 
carbodiimida a la reacción puede producir la precipitación de las nanopartículas(Shen et 
al., 2009).  
 
 
Figura 17.  Esquema de la reacción de conjugación de las NP-DMSA a los diferentes polímeros basados en PEG: 
A) O-(2-aminoetil) polietilenglicol, (750 y 5000 Da) (PEG-NH2), B) O,O´-bis(2-aminoetil) polietilenglicol, (2000, 
6000 ó 20000 Da) (PEG-(NH2)2), y C) poli(propilenglicol)-poli(etilenglicol)-poli (propilenglicol) bis(2-
aminopropil éter), 1900 Da (PEG-Prop-(NH2)2). 
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4.1.3. Caracterización químico-física de las nanopartículas conjugadas a 
PEG 
 
En la Figura 18 se pueden observar las imágenes de microscopía electrónica de la 
muestra D12 en hexano (Figura 18A) y posteriormente transferida a agua y derivatizada 
con 3 polímeros diferentes: PEG-NH2 (750 Da), PEG-(NH2)2 (2000 Da), y PEG-Prop-(NH2)2 
(1900 Da) (Figura 18 B-D).  Las partículas transferidas a medio acuoso siguen 
conservando el mismo tamaño y forma.  Sin embargo, la transferencia de las partículas a 
agua rompe el autoensamblaje presente cuando estaban recubiertas de ácido oleico.  Al 
estar recubiertas de una molécula más pequeña y debido al propio proceso de intercambio 
de ligandos, no existe suficiente impedimento estérico para evitar la atracción entre 
partículas ya sea por fuerzas de van der Waals o interacciones magnéticas.  Las partículas 
forman agregados de ~50-100 nanopartículas, de un tamaño aproximado de 50 nm, lo cual 
es consistente con los datos de radio hidrodinámico obtenidos por DLS. 
 
 
Figura 18.  Imágenes de TEM de las nanopartículas: A) D12 B) NP-PEG-NH2 750 Da, C) NP-PEG-(NH2)2 2000 
Da, y D) NP-PEG-Prop-(NH2)2 1900 Da. 
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Con el objetivo de evaluar la estabilidad coloidal y el grado de agregación de las 
muestras después de la reacción de conjugación a PEG se realizaron medidas de radio 
hidrodinámico y potencial Z en función del pH (Figura 19, Tabla 5).  El tiempo de duración 
de la reacción fue de 30 horas y al finalizar la reacción las muestras fueron dializadas 
durante 72 h con el objetivo de eliminar el polímero no unido.  En la Tabla 5 se resumen 
los valores de radio hidrodinámico e índice de polidispersidad (PDI = desviación 
estándar/ media) de las muestras D7 y D12 transferidas a medio acuoso y modificadas con 
diferentes PEGs en función de la intensidad que dispersan las partículas.  Para ambas 
muestras de partida se observa un incremento del radio hidrodinámico después de la 
conjugación a los distintos residuos de PEG de 22 a ~27 nm y de 42 a ~56 nm para las 
muestras de 7 y 12 nm de núcleo de hierro respectivamente.  El grado de polidispersidad 
(PDI) se mantiene inferior a 0,25. 
 
 
Figura 19.  Propiedades coloidales de las NP-DMSA de 7 y 12 nm conjugadas a distintas cadenas de PEG.  A) 
Valores de radio hidrodinámico para las NP-DMSA de 7 nm (línea de puntos) y 12 nm (línea continua).  B) 
Evolución del potencial Z en función del pH para las nanopartículas de 12 nm después de conjugar a las 
distintas cadenas de PEG.  C) Análisis termogravimétrico de las muestras de 12 nm. ([●] NP-DMSA, [○] NP-
PEG-NH2, [■] NP-PEG-(NH2)2, y [∆] NP-PEG-Prop-(NH2)2). 
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Tabla 5. Resumen de los radios hidrodinámicos (Dh) y PDI de las suspensiones acuosas de nanopartículas de 7 
y 12 nm conjugadas a distintos PEGs. 
Muestras D7 D12 
Dh (nm) PDI Dh (nm) PDI 
NP-DMSA 22 0,25 43 0,24 
NP-PEG-NH2 23 0,24 56 0,25 
NP-PEG-(NH2)2 27 0,30 49 0,27 
NP-PEG-Prop-(NH2)2 22 0,23 52 0,22 
 
El análisis de la evolución del potencial Z en función del pH permitió evaluar la 
variación de la carga superficial neta después de la conjugación a PEG.  Las NP-DMSA 
presentan valores de potencial Z de -35 mV a pH 7 debido a la contribución de los grupos 
COOH del DMSA.  Sin embargo, después de la reacción de conjugación se observa una 
disminución del la carga superficial neta de las nanopartículas hacia valores entre -10 y -
15 mV.  Esto es debido a la disminución de grupos carboxilos libres en la superficie de las 
nanopartículas por encontrarse comprometidos en el enlace amida con el PEG, además del 
efecto de apantallamiento de cargas característico que se observa en los compuestos 
PEGilados.  La diferencia de carga superficial entre las distintas muestras PEGiladas es una 
muestra de la eficiencia de la reacción de conjugación a cada uno de los residuos de PEG.  
En el caso de las NP-PEG-NH2 estas presentan valores de potencial Z ~ -20 mV, mientras 
que NP-PEG-(NH2)2 la carga superficial neta a pH 7 es de -13 mV.  Esto podría deberse a 
una mayor reactividad de la molécula de PEG bifuncional (diaminado) sobre el residuo 
monoaminado.  Estos resultados fueron corroborados a partir del análisis 
termogravimétrico de las muestras donde se cuantificó el número de moléculas de PEG 
unidas a las nanopartículas (Figura 19C).  La muestra de NP-DMSA revela una pérdida de 
peso de ~13%, debido a la eliminación del agua fisiadsorbida a la superficie y al 
recubrimiento con DMSA.  La muestra de NP-PEG-NH2 presentó una pérdida total de peso 
del 17%, mientras que las muestras conjugados con PEG-(NH2)2 y PEG-Prop-(NH2)2 
mostraron una pérdida de peso del 28 y 25%, respectivamente. 
Esto indica una menor eficiencia de conjugación para el PEG aminado (4% en peso), 
lo cual es corroborado por los valores de potencial-Z donde se observa para esta muestra 
la menor modificación de la carga superficial con respecto a las otras.  Las partículas 
modificadas con PEG diaminado, sin embargo mostraron una mayor cantidad de polímero 
conjugado (~25%) y una notable reducción en la carga superficial, lo que indica una mayor 
eficiencia de la reacción.  Esto es debido probablemente a la presencia de más grupos 
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aminos reactivos capaces de actuar en la reacción de conjugación.  En todos los casos, la 
pérdida de peso se llevó a cabo en dos pasos, uno a 200-400 ºC asociada a la quema del 
polímero y otro a 900 ºC, probablemente asociados a restos del DMSA y del polímero 
fuertemente unidos a la superficie de la nanopartícula. 
Esta pérdida de peso a 900 ºC llamó significativamente la atención, por lo cual se 
realizaron las mismas mediciones termogravimétricas bajo flujo de oxígeno con el objetivo 
de aumentar la velocidad de conversión a CO2 de toda la materia orgánica de la muestra.  
Sin embargo, sólo se observó que la pérdida de peso inicial de la curva ocurría en un rango 
más estrecho de temperatura, pero permanecía el mismo comportamiento a 900 ºC.  Este 
comportamiento podría ser debido a la presencia del DMSA, el cual también se emplea 
como una agente que incrementa la resistencia al calor de los polímeros (Berenbaum et al., 
1976).  El DMSA parece reaccionar con fragmentos de polímeros producidos después del 
calentamiento, lo que retarda aún más la fragmentación y vaporización del componente 
orgánico.  El contenido de PEG de las muestras también se analizó por análisis elemental 
comparando los resultados con muestras patrones preparadas a partir de la mezcla de 
cantidades conocidas de PEG y nanopartículas.  Teniendo en cuenta el área superficial de 
las nanopartículas y la cantidad de polímero cuantificado, se ha podido determinar la 
presencia de aproximadamente ~2 moléculas de PEG/ nm2 de nanopartícula (NP-PEG-NH2 
750 Da: 2,2 moléculas de PEG/ nm2, NP-PEG-(NH2)2 2000 Da: 1,9 moléculas de PEG/ nm2, 
NP-PEG-Prop(NH2)2 1900 Da: 1,7 moléculas de PEG/ nm2).  Conocidos los sitios activos en 
la superficie de las partículas, es posible realizar un diseño controlado de funcionalización 
adicional con biomoléculas, fármacos o agentes activos.  
La modificación de las nanopartículas fue también confirmada por FTIR 
(espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier).  Los espectros IR de DMSA y 
moléculas de PEG se incluyeron para realizar la comparación de las bandas (Figura 20A-
H).  Para la muestra de NP-DMSA, el espectro se compone de intensas bandas asignadas a 
la vibración del enlace (Fe-O) en la región de 550-600 cm-1 (Roca et al., 2007), y un pico 
ancho entre 3000-3500 cm-1 que es debido a la presencia de grupos OH del agua adsorbida 
a la superficie.  Esta vibración también es característica de grupos NH2 lo cual se puede 
observar en las muestras conjugadas a los PEG aminados (Barrera et al., 2009; Lattuada 
and Hatton, 2007).  Después de la reacción de conjugación a los polímeros, se observó la 
aparición de bandas a 1354 y 1102 cm-1, indicando la vibración asimétrica y simétrica de 
estiramiento del enlace C-O-C, así como la vibración fuera del plano de la flexión de los 
enlaces C-H de las cadenas de PEG a 956 cm-1 (Amici et al., 2011; Amstad et al., 2009).  Una 
banda intensa apareció entre 1000-1200 cm-1 después de la reacción de conjugación, lo 
que es indicativo de la presencia de aminas alifáticas (C-N).  También se observó la 
 62 
 
presencia de enlaces amida con los grupos carbonilo a 1640 y 1556 cm-1 respectivamente 
lo cual es indicador de la unión covalente del PEG a las nanopartículas (Kohler et al., 2006; 
Sun et al., 2010).   
Con el objetivo de determinar el carácter covalente del enlace entre el PEG y las NP y 
no una simple unión por adsorción superficial, se llevó a cabo un experimento control de 
la reacción en presencia/ausencia de EDC (Figura 20 I-K).  La aparición de bandas entre 
2800-2950 cm-1 en las muestras donde se haya presente la carbodiimida y puede ocurrir 
la reacción de conjugación, indica que el PEG se ha unido con éxito sobre la superficie de 
las partículas de forma covalente mediante la formación de un enlace amida (Barrera et al., 
2009).  Este es un dato de gran importancia ya que un factor que afecta la estabilidad in 
vitro e in vivo de las nanopartículas es la fortaleza del enlace entre el recubrimiento y la 
partícula.  Un ejemplo de ello son las nanopartículas recubiertas con dextrano, que al ser 
administradas in vivo, el polímero se desorbe de la nanopartícula facilitando su agregación 
y reconocimiento por los macrófagos (Creixell et al., 2010). 
 
 
Figura 20.  Izquierda, espectro infrarrojo de (a) NP-DMSA, (b) NP-DMSA-PEG-NH2, (c) NP-DMSA-PEG-(NH2)2, 
(d) NP-DMSA-PEG-Prop-(NH2)2, (e) DMSA, (f) PEG-NH2, (g) PEG-(NH2)2, (h) PEG-Prop-(NH2)2. Derecha, 
espectro infrarrojo de los productos de reacción de las NP con los diferentes polímeros en ausencia (-) o 
presencia de EDC (+): (i) NP-DMSA-PEG-NH2, (j) NP-DMSA-PEG-(NH2)2, (k) NP-DMSA-PEG-Prop-(NH2)2. 
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Los datos obtenidos de carga superficial neta, análisis elemental y 
termogravimétrico así como de espectroscopía infrarroja permiten afirmar que la reacción 
transita por la formación de un enlace amida debido una substitución nucleofílica, con el 
EDC como activador del grupo carboxilo.  También se estudió la influencia de algunos 
parámetros en el proceso como puede ser la cantidad de polímero adicionada y el tiempo 
de reacción necesario para obtener el máximo recubrimiento polimérico.  Para ello se 
estudió la adición del polímero en un rango de cantidades entre 0 y 2 mg por mg de NP en 
la reacción.  La reacción fue monitoreada por la medición de la carga superficial a 
diferentes tiempos hasta las 30 h.  Los datos obtenidos para las partículas de 12 nm se 
resumen en la Figura 21 A y C.  
 
 
Figura 21.  A) Variación de la carga superficial de suspensiones acuosas de nanopartículas de 12 nm 
modificadas con diferentes derivados de PEG en función del tiempo de reacción. B) Curvas termogravimétricas 
(TGA) para NP-DMSA-PEG-(NH2)2 a 8 y 30 horas de tiempo de reacción. C) Variación de la carga superficial de 
suspensiones acuosas de nanopartículas de 12 nm modificadas con diferentes derivados de PEG en función de 
la cantidad de reactivo añadido. ([●] NP-DMSA, [○] NP-PEG-NH2, [■] NP-PEG-(NH2)2, y [∆] NP-PEG-Prop-
(NH2)2) 
 
 
En las 3 reacciones de conjugación estudiadas a los diferentes PEGs se observó una 
disminución notable en la carga superficial después de las 4 horas de reacción, lo que 
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indica que este intervalo de tiempo es esencial en el proceso de conjugación.  A partir de 
este tiempo no se observan cambios en la carga superficial de las NP conjugadas a PEG 
(Figura 21 A).  Esto es probablemente debido al impedimento estérico causado por las 
cadenas del PEG que ya han reaccionado con los grupos activos de la superficie de las NP, 
lo cual disminuye la accesibilidad de los COOH que quedan libres e impide la llegada de 
nuevas cadenas de PEG.  Este es un fenómeno característico de las reacciones de 
PEGilación, debido a las características de este polímero.  Las cadenas del PEG en medio 
acuoso presentan una elevada solvatación, movilidad y flexibilidad dando un lugar a un 
fenómeno específico conocido como “efecto sombrilla” que va a impedir estéricamente la 
llegada hasta los grupos reactivos de más cadenas de PEG, pero que le confiere al 
conjugado NP-PEG un mayor apantallamiento de sus cargas superficiales y una mayor 
estabilidad coloidal. 
Después de 8 h de reacción no se observa una marcada modificación de la carga 
superficial hasta las 30 horas.  Estos resultados son consistentes con los análisis de 
termogravimetría, que mostraron que la pérdida de peso que ocurre entre muestras de 8 y 
30 h difiere sólo en un 5% (Figura 21B).  El tiempo de reacción óptimo para este 
procedimiento debe ser por tanto de entre 8 y 10 h.  Por otro lado, el aumento de la 
cantidad de PEG en la reacción entre 1:0,4 y 1:1,6 (mg NP: mg PEG) conducen a la 
saturación de la reacción y al establecimiento de una meseta en el comportamiento de la 
carga superficial (Figura 21C).  Esto es indicador de que el número de moléculas de PEG 
que se puede enlazar a la superficie NP está restringido, por razones de impedimento 
estérico entre las cadenas de PEG y de accesibilidad limitada a los grupos funcionales de la 
superficie de las NP-DMSA. 
La aplicaciones de las nanopartículas en biomedicina requiere una elevada 
estabilidad de estas en soluciones con alta concentración de sales y proteínas (Yanli Liu 
and Feldheim, 2007).  Para ello, se estudió la estabilidad de las partículas en función de la 
fuerza iónica mediante la medición del radio hidrodinámico a diferentes concentraciones 
PBS (Figura 22).  Las soluciones coloidales fueron inicialmente estables (durante 1 hora) 
en PBS 1X (0,01 M Na3PO4 y 0,154 M NaCl), pero el tamaño hidrodinámico aumentó con el 
tiempo, así como al aumentar la concentración de sales del medio.  El aumento del radio 
hidrodinámico de las NP observado a mayores concentraciones de PBS podría ser debido a 
la compactación de la cadena de polímero y la disminución de la distancia entre los 
núcleos magnéticos, lo cual conduce a la agregación.  Para probar esta hipótesis, se añadió 
dodecilsulfato de sodio (SDS), siempre por debajo de la concentración micelar crítica del 
surfactante, a las muestras en PBS a pH 7 (Fuguet et al., 2005).  La estructura del SDS 
consta de una cadena carbonada con una cabeza polar que le permitiría intercalarse entre 
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las cadenas de PEG, extendiéndolas y aumentando la estabilidad de las nanopartículas.  En 
presencia del SDS, el radio hidrodinámico de las partículas modificadas con PEG aumentó 
ligeramente pero se mantuvo siempre por debajo de 100 nm (Figura 22B-D), mientras que 
las partículas recubiertas con DMSA mostraron un incremento significativo en el radio 
hidrodinámico al aumentar la concentración de sales en el medio (Figura 22A).  El SDS no 
tuvo ningún efecto sobre el radio hidrodinámico de las nanopartículas recubiertas sólo 
con DMSA, que agregan a altas concentraciones de PBS, independientemente de la 
presencia de SDS. 
 
 
Figura 22.  Radio hidrodinámico de las suspensiones de nanopartículas después de una hora a diferentes 
concentraciones de PBS y SDS. ([●] NP-DMSA, [○] NP-PEG-NH2, [■] NP-PEG-(NH2)2, y [∆] NP-PEG-Prop-
(NH2)2). 
 
4.2. Utilización de la técnica de ELISA para la detección y 
caracterización de nanopartículas modificadas con PEG 
 
La aplicación clínica de las nanopartículas modificadas con PEG constituye una 
alternativa muy prometedora en el campo de la biomedicina.  Sin embargo esta requiere 
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también del desarrollo de métodos analíticos que permitan una caracterización exhaustiva 
de la estabilidad del producto in vitro, así como su detección durante el proceso de 
metabolización y biotransformación in vivo (Cheng et al., 2012; Eaton, 2011).  En los 
últimos 60 años se han desarrollado numerosos métodos analíticos para la detección y 
cuantificación de compuestos PEGilados: técnicas colorimétricas, cromatografía de alta 
resolución (HPLC), ensayos de radiomarcaje, inmunodetección, etc (Cheng et al., 2012).  
Sin embargo estas técnicas sólidamente establecidas para la caracterización de 
biomoléculas PEGiladas no ha tenido el mismo desarrollo en la caracterización de 
nanopartículas magnéticas conjugadas a PEG.  Hasta ahora las nanopartículas magnéticas 
en biomedicina se han estudiado mediante una conjugación de métodos magnéticos y no 
magnéticos, pero que analizan más bien el componente metálico de la nanopartícula (Gu et 
al., 2012; Levy et al., 2011; Tseng et al., 2012).  Los métodos no magnéticos están basados 
en la detección del hierro por técnicas de análisis elemental, métodos colorimétricos de 
detección del complejo de hierro-ferrocina o ensayos de tinción con Azul de Prusia.  Los 
métodos magnéticos están dirigidos al seguimiento de la variación de las propiedades 
magnéticas: obtención de curvas de magnetización o análisis de imagen por resonancia 
magnética nuclear.  Sin embargo estas técnicas clásicas de caracterización de 
nanopartículas magnéticas en biomedicina no son capaces de evaluar la estabilidad e 
integridad del recubrimiento de las nanopartículas. 
La obtención de anticuerpos contra PEG ha permitido el desarrollo de ensayos tipo 
ELISA muy sensibles para la detección de biomoléculas PEGiladas.  Estos anticuerpos se 
han empleado exitosamente en la caracterización de productos biotecnológicos como: 
Mircera, Pegasys, PEG-Intron or Neulasta (Lamon et al., 2009; Su et al., 2010).  Todos ellos 
son proteínas PEGiladas aprobadas por la FDA para su uso clínico.  El diseño de un ensayo 
de ELISA sándwich empleando anticuerpos anti-PEG permite la detección directa de la 
molécula de PEG independientemente de donde se encuentre unida.  Este tipo de ensayos 
se ha utilizado para la detección a muy bajas concentraciones de proteínas PEGiladas 
(0,32-1,2 ng·mL-1), liposomas funcionalizados con PEG (0,32-1,4 ng·mL-1) o quantum dots 
modificados con este polímero (0,36-2,4 ng·mL-1) (Cheng et al., 2005; Su et al., 2010).  Sin 
embargo, esta técnica no se ha utilizado en la caracterización de nanopartículas de óxido 
de hierro conjugadas a polietilenglicol en ensayos in vitro o ex vivo, a pesar de la 
importancia que estas nanopartículas están ganando en el campo de la nanobiomedicina.  
En colaboración con la Dra. Leonor Kremer (Centro Nacional de Biotecnología, CSIC) se ha 
desarrollado un ensayo tipo ELISA sándwich que emplea el mismo anticuerpo anti-PEG 
para la captura y detección de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro 
funcionalizadas con este polímero (Figura 23A). 
 67 
 
Las muestras de NP-PEG-NH2 750 Da, NP-PEG-(NH2)2 2000 Da y NP-PEG-Prop-
(NH2)2 1900 Da fueron analizadas mediante este ensayo.  Los resultados se muestran en la 
Figura 20B.  Las NP-PEG-(NH2)2 pueden ser detectadas empleando este tipo de ensayo 
hasta concentraciones de 1,23 μg/mL, mientras que las nanopartículas conjugadas al PEG-
NH2 750 Da o al copolímero PEG-Prop-(NH2)2 no son reconocidas por el anticuerpo. 
Resultados similares se han obtenido con otros anticuerpos anti-PEG, que no son capaces 
de detectar compuestos PEGilados donde el terminal de la molécula es un grupo metoxi 
como sucede en el caso de las NP-PEG-NH2 (Su et al., 2010).  También es posible que la 
estructura mixta de polientilenglicol-propilenglicol no sea reconocida por este anticuerpo 
con lo cual falla en la detección de las NP-PEG-Prop-(NH2)2.  
 
 
Figura 23.  A) Representación esquemática del ensayo tipo ELISA desarrollado para la caracterización de 
nanopartículas conjugadas a PEG.  B) Detección de NP conjugadas a PEG de cadena corta mediante ELISA.  C) 
Espectro infrarrojo de NP conjugadas a PEG-(NH2)2 2000 Da empleando cantidades crecientes del polímero en 
la reacción.  Detección por ELISA de NP conjugadas a PEG-(NH2)2 2000 Da empleando cantidades crecientes 
del polímero en la reacción.  
 
En experimentos anteriores habíamos determinado que a partir de una proporción 
de 1:0,4 (mg NP: mg PEG) en la reacción se alcanzaban condiciones saturantes y no se 
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lograba una mayor modificación superficial (Figura 21C).  Sin embargo resulta interesante 
poder establecer un límite inferior en la capacidad de detección del PEG unido a las 
nanopartículas.  Para ello se prepararon reacciones donde disminuía la relación másica 
NP: PEG (1: 0,4; 1:0,3; 1: 0,2; 1:0,1).  El análisis por espectroscopía infrarroja de estos 
patrones permitió comprobar que la intensidad de las bandas correspondientes a la 
vibración del enlace C-O-C del PEG (1354 and 1102 cm-1) tomado como referencia 
disminuye en estas condiciones de reacción estudiadas (Figura 21C).  El análisis por ELISA 
de dichos patrones corroboró estos resultados, con la ventaja adicional de poder detectar 
diferencias en el grado de funcionalización de las nanopartículas a concentraciones ~4,1 
μg/mL, lo cual es imposible por espectroscopía infrarroja que requiere una cantidad 
limitante de muestra en el orden de los miligramos para el análisis.  
También se estudió la capacidad de detección del anticuerpo PEG02 para 
nanopartículas conjugadas a PEG de diferente longitud.  Para ello se prepararon 
reacciones de conjugación donde se emplearon oligómeros de PEG de 2000, 6000 y 20 000 
Da.  La caracterización fisico-química de estos nuevos conjugados de mayor peso 
molecular se comparó con los resultados obtenidos de los estudios anteriores (Figura 24).  
El análisis termogravimétrico mostró un aumento del componente orgánico presente en 
las nanopartículas debido al incremento de la longitud de la cadena de PEG (hasta un 
60%).  Sin embargo esto no significa mayor unión de moléculas de PEG ya que los cálculos 
indican ~1,5 y 0,5 moléculas de PEG-(NH2)2(6000) y PEG-(NH2)2(20000) por nm2 de superficie.  
La espectroscopía infrarroja permitió confirmar la presencia del polímero unido a las 
nanopartículas en estas nuevas muestras.  Y finalmente, la evolución del potencial Z en 
función del pH mostró que el aumento de la longitud de la cadena de los residuos de PEG 
produce una disminución de la carga neta superficial de las nanopartículas debido a un 
mayor apantallamiento de las cargas de los grupos carboxilos.  
Al aumentar la longitud de la cadena de PEG aumentó la capacidad de 
reconocimiento del anticuerpo a las nanopartículas modificadas con estos polímeros.  El 
empleo de residuos de PEG de mayor peso molecular (20 000 Da) permite aumentar la 
sensibilidad de detección con este ensayo hasta concentraciones de 1,27 ng/mL de 
nanopartículas.  Es posible que esto sea debido a la presencia de cadenas con mayor 
número de subunidades de óxido de etileno con una mayor flexibilidad y movilidad en la 
estructura, lo que facilita el reconocimiento por el anticuerpo.  Los resultados se observan 
en la Figura 25.  Las muestras preparadas para ELISA fueron previamente analizadas por 
espectroscopía infrarroja para comprobar la eficiencia de la reacción de conjugación 
(Figura 25B).  Al aumentar la longitud de la cadena de PEG se observó un aumentó en la 
intensidad de las vibración del enlace C-O-C correspondientes al PEG. 
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Figura 24.  Caracterización físico-química de las NP-DMSA conjugadas a diferentes cadenas de PEG. A) Análisis 
termogravimétrico de los conjugados. B) Espectro infrarrojo de las diferentes muestras. C) Evolución del 
potencial Z en función del pH. [I] NP-DMSA, [II] NP-PEG-NH2 (750 Da), [III] NP-PEG-Prop-(NH2)2 (1900 Da), 
[IV] NP-PEG-(NH2)2 (2000 Da), [V] NP-PEG-(NH2)2 (6000 Da), [VI] NP-PEG-(NH2)2 (20000 Da). 
 
Figura 25.  A) Detección de NP conjugadas a PEG de cadena larga mediante ELISA.  B) Espectro infrarrojo de 
NP conjugadas a PEG de cadena larga.  
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Con el objetivo de estudiar una posible aplicación de este método de detección de 
nanopartículas conjugadas a PEG durante ensayos clínicos de farmacocinética y 
biodistribución se estudió la capacidad de detección del anticuerpo PEG02 a 
nanopartículas en presencia de plasma.  Sin embargo en un ensayo donde se analizan 
muestras ex vivo, se requiere estudiar el posible efecto de la formación de la corona de 
proteínas alrededor de las nanopartículas (Lundqvist et al., 2011) en la capacidad de 
detección del anticuerpo.  Para ello diferentes muestras de NP-PEG-(NH2)2 (2000 Da), NP-
PEG-(NH2)2 (6000 Da), NP-PEG-(NH2)2 (20000 Da) fueron incubadas en mezclas de 
PBS/BSA 0,5% o PBS/BSA 0,5%/plasma 10%, se centrifugaron y se colectó el 
sobrenadante.  Los resultados se muestran en la gráfica de la Figura 26. 
 
 
Figura 26.  A) Efecto del plasma en la detección de NP conjugadas a PEG de cadena larga.  
 
En el caso de las nanopartículas NP-PEG-(NH2)2 (2000 Da), NP-PEG-(NH2)2 (6000 
Da), precipitan durante la centrifugación y no pueden ser detectadas por el anticuerpo.  Es 
posible que la presencia de sales y proteínas en el medio provoquen una compactación de 
la doble capa eléctrica que rodea y estabiliza las nanopartículas, con lo cual se favorecen 
las interacciones magnéticas entre partículas y estas precipitan.  Por otra parte las NP-
PEG-(NH2)2 (20000 Da) parecen mantenerse estables después de la incubación en 
presencia de plasma y el proceso de centrifugación, probablemente debido a un mayor 
impedimento estérico que producen las cadenas de PEG de mayor longitud.  Aunque los 
resultados demuestren que existe la posibilidad de utilizar esta técnica para la detección 
de nanopartículas conjugadas a PEG provenientes de mezclas biológicas, es necesario 
hacer un estudio más profundo de los parámetros que afectan la sensibilidad del ensayo. 
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En este caso observamos que existe una sobreestimación de la concentración de las 
nanopartículas NP-PEG-(NH2)2 (20000 Da) que fueron incubadas en presencia de plasma.  
Para el establecimiento de esta técnica analítica como ensayo de rutina en estudios de 
detección en muestras biológicas, es necesario hacer modificaciones del protocolo que 
permitan aliviar el efecto del plasma en la detección, por ejemplo, optimización del 
tampón, efectos de dilución, influencia de la temperatura durante el proceso de 
preparación de las muestras, variación del pH o presencia de detergentes en el medio. 
Este trabajo ha permitido desarrollar una nueva técnica de caracterización y 
cuantificación de nanopartículas magnéticas conjugadas a PEG.  La sensibilidad de este 
método es mucho mayor que los ensayos tradicionales de cuantificación de PEG (HPLC o 
ensayos colorimétricos) y también mucho más seguro que técnicas igual de sensibles 
como el marcaje con compuestos radiactivos.  Este sistema abre nuevas posibilidades en la 
caracterización de nanopartículas magnéticas conjugadas a PEG y en la posibilidad de su 
detección en muestras biológicas a muy bajas concentraciones.  
 
4.3. Evaluación de las nanopartículas como agentes de 
contraste para imagen por Resonancia Magnética Nuclear 
 
La aplicación de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro como agentes de 
contraste para imagen por RMN se encuentra ampliamente extendida.  En dependencia del 
radio hidrodinámico y del tipo de recubrimiento superficial que presenten, será su perfil 
de biodistribución y por ello se pueden clasificar en función del órgano, tejido o región que 
se quiera visualizar.  Al acumularse en determinado tejido las NPs provocan un aumento 
del contraste en la imagen de RMN debido al acortamiento de los tiempos de relajación 
longitudinal (T1) y transversal (T2) de los protones de las moléculas de agua del tejido.  
Debido a que ese efecto es mucho más marcado sobre el T2, las NPM se suelen utilizar 
generalmente como agentes de contraste negativo (Corot et al., 2006). 
Las propiedades relaxométricas de las nanopartículas magnéticas y por tanto su 
eficiencia como agentes de contraste se ven condicionadas por parámetros como el 
tamaño, la composición, cristalinidad o las características del recubrimiento superficial 
(Singh and Sahoo, 2013).  Con respecto al tamaño de partícula, se ha sugerido que las 
propiedades relaxométricas se pueden mejorar, ya sea mediante el aumento del tamaño 
de partícula o mediante la fabricación de nanoagregados magnéticos que comprenden 
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pequeñas NPs (Shin et al., 2009).  Por otra parte las características del recubrimiento 
orgánico de las nanopartículas pueden influir en los tiempos de relajación de las moléculas 
de agua.  En este sentido, se ha demostrado el efecto de diferentes recubrimientos en las 
propiedades relaxométricas de las nanopartículas y se ha sugerido que un recubrimiento 
de naturaleza hidrofílica y elevada capacidad de solvatación como el PEG contribuye 
positivamente en el aumento de la eficiencia del agente de contraste (Duan et al., 2008; 
Wattendorf and Merkle, 2008).  El contraste final en las imágenes es un reflejo de estas 
propiedades y se ha evaluado in vitro mediante medidas de relaxividad. 
La evaluación de las suspensiones como agentes de contraste se realizó con la ayuda 
del Dr. Fernando Herranz y el Prof. Jesús Ruiz Cabello (Centro Nacional de Investigaciones 
Cardiovasculares). Se realizó mediante medidas de los tiempos de relajación T1 y T2 y 
calculando posteriormente los valores de relaxividad (r1 y r2) (Figura 27). Los tiempos de 
relajación de las suspensiones acuosas de las muestras se midieron a diferentes 
concentraciones de hierro y la pendiente de dicha recta (r) constituye una medida de la 
eficiencia de los mismos.  Se observó una dependencia lineal entre el inverso de los 
tiempos de relajación y la concentración de hierro para cada muestra, de acuerdo con la 
ecuación: 
Ri = Rbi + ri[Fe] 
 
 
Figura 27.  Propiedades relaxométricas de las nanopartículas recubiertas con PEG. ([○] NP-PEG-NH2, [■] NP-
PEG-(NH2)2, y [∆] NP-PEG-Prop-(NH2)2). 
 
Los valores de r1 medidos se encuentran entre 18-22 mM-1s-1 para las diferentes 
muestras de nanopartículas conjugadas a PEG.  Por otra parte los tiempos de relajación 
transversal (T2) proporcionaron valores de r2 entre 175 y 196 mM-1s-1.  Los valores de r1 
son similares a los mostrados por los agentes comerciales aprobados para su uso clínico 
(Wang, 2011).  Sin embargo los valores de r2, responsables del contraste negativo de las 
nanopartículas, son mayores que los correspondientes a los diferentes agentes 
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comerciales y similares a los reportados para otras partículas de óxido de hierro 
superparamagnéticas sintetizadas por el método de descomposición (Roca et al., 2009; 
Taboada et al., 2007) (Tabla 6).   
 
Tabla 6. Resumen de las propiedades relaxométricas de diferentes agentes comerciales o partículas 
modificadas con PEG (Vuong et al., 2012; Wang, 2011) y las NP-PEG preparadas en este trabajo. 
Muestras 
DTEM 
(nm) 
Dh 
(nm) 
r1 
(mM-1s-1) 
r2 
(mM-1s-1) 
Sinerem/Combidex 4-15 30 10 60 
Resovist 4-15 45-60 25.4 151 
Endorem/Feridex 4-15 120-180 23.9 98.3 
4nm-PEG1100 4 - - 17,5 
6nm-PEG1100 6 - - 42 
NP-PEG-NH2 12 56 22.4 191.3 
NP-PEG-(NH2)2 12 49 19.2 195.9 
NP-PEG-Prop-(NH2)2 12 52 17.9 175.3 
 
Se puede concluir de estos resultados que para los agentes comerciales como 
Endorem o Resovist los valores de r2 elevados están dados por el grado de agregación 
existente en la suspensión coloidal, mientras que en el caso de las nanopartículas 
sintetizadas por descomposición estos elevados valores son debido a las mejores 
propiedades magnéticas de estas partículas y a la elevada cristalinidad del material 
(Figura 28).  Mejorar la eficiencia del agente de contraste al emplear este método de 
síntesis permitiría durante la aplicación clínica de las nanopartículas reducir la dosis 
administrada o ganar sensibilidad en la técnica de imagen. 
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Figura 28.  Representación esquemática de las propiedades coloidales de agentes comerciales (Resovist) y la 
formulación de NP-PEG-(NH2)2. 
 
4.4. Conjugación de las nanopartículas a dos péptidos 
bioactivos 
 
El éxito de las terapias basadas en péptidos ha sido menor que el esperado a pesar 
de sus enormes posibilidades terapéuticas y a su disponibilidad gracias a la industria 
biotecnológica.  La causa fundamental de esta situación es su inadecuada farmacocinética, 
baja biodisponibilidad, y baja especificidad por el sitio de acción.  Afortunadamente la 
Nanomedicina y en particular el desarrollo de los sistemas de liberación controlada de 
fármacos intentan revertir esta situación (Zhang et al., 2012).  Se han descrito numerosos 
sistemas de liberación modificada de péptidos: hidrogeles, liposomas, nanoemulsiones, 
nanopartículas, etc (Mulder et al., 2013).  El uso de nanopartículas magnéticas constituye 
una alternativa muy prometedora como sistema de liberación de este tipo de biomoléculas 
(Hansen et al., 2013; Scarberry et al., 2008) por su ventaja de poder concentrar las 
partículas con un imán externo sobre la zona a tratar.  Varios problemas que hay 
solucionar primero son: Garantizar una unión fuerte y estable del péptido a las partículas 
para no perderlo en el torrente sanguíneo, pero permitir su liberación en el sitio diana sin 
alterar su actividad biológica.  Trabajos previos del grupo con la citoquina interferón γ han 
mostrado que la inmovilización electrostática es una buena estrategia a seguir (Mejias et 
al., 2008). 
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En este trabajo se ha evaluado la estrategia de unión no covalente a dos péptidos 
bioactivos: CIGB-300 y CIGB-500.  El CIGB-300 es una molécula de naturaleza peptídica 
que inhibe el evento de fosforilación catalizado por la enzima Caseína Quinasa 2 (CK2) a 
través de la interacción directa con el sitio fosfoaceptor en el sustrato (Perea et al., 2004).  
Estudios previos han demostrado la capacidad de este péptido para inhibir la proliferación 
celular y retardar el crecimiento tumoral en modelos animales de cáncer (Perea et al., 
2008).  El péptido CIGB-300 (GRKKRRQRRRPPQ-A-CWMSPRHLGTC, pI=12,3, calculado 
con la herramienta ProtParam del servidor ExPASy), fue obtenido con una pureza superior 
al 98% en la unidad de Síntesis Química del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología 
(CIGB, La Habana) mediante un procedimiento de síntesis en fase sólida y purificación en 
cromatografía líquida de fase reversa de alta resolución.  
Por otra parte el CIGB-500 o GHRP6 (HWAWFK, pI=9,5 calculado con la herramienta 
ProtParam del servidor ExPASy) es un péptido sintético de seis aminoácidos que es 
miembro de la familia de agentes secretagogos de la Hormona de Crecimiento (GH) 
(Bowers, 1998).  Se ha observado que la administración del péptido CIGB-500 en modelos 
animales de fibrosis hepática reduce significativamente la progresión de la enfermedad 
actuando como un agente hepatoprotector (Berlanga-Acosta et al., 2012).  El péptido 
CIGB-500 fue obtenido con una pureza superior al 98% en los laboratorios Lipotec SA 
(Barcelona, España) y en todo momento su manipulación se realizó protegido de la luz.  
En este trabajo se estudió una estrategia de funcionalización de las nanopartículas 
de óxido de hierro recubiertas con DMSA o conjugadas a PEG con los péptidos CIGB-300 y 
CIGB-500.  Teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de ambos péptidos (CIGB-300 (12,3) y 
CIGB-500 (9,5)) a pH fisiológico ambas biomoléculas presentan carga neta positiva. Por 
este motivo se justifica utilizar nanopartículas cargadas negativamente en su superficie 
para poder adsorber dichos péptidos mediante una interacción electrostática.  Existen 
numerosos estudios que indican que las nanopartículas pueden adsorber de forma 
espontánea distintos tipos de moléculas cargadas (Kingsley et al., 2006; Nitin et al., 2004).  
Para establecer las condiciones de unión iniciales se estudiaron tres concentraciones de 
nanopartículas en el medio de interacción (300, 600 y 900 μg/mL) que contenía 40 μg de 
péptido y se incubaron durante dos horas en agitación orbital a 4ºC.  Las nanopartículas se 
separaron mediante el uso de imanes (0.2 T) y se recogió el sobrenadante para su análisis 
(péptido no unido (fracción S)).  Las nanopartículas se resuspendieron en agua, se lavaron 
durante 30 minutos en agitación, y se separaron mediante imanes para obtener nuevos 
sobrenadantes (péptido liberado durante el lavado (fracción L)).  El esquema de trabajo se 
muestra en la Figura 29.  Para determinar la influencia de factores (fuerza iónica o 
presencia de detergentes) que pueden afectar la interacción entre los péptidos y las 
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nanopartículas, los conjugados se resuspendieron en diferentes medios de liberación.  Se 
incubaron en PBS 1x o SDS 0,1%, se separaron mediante imanes y se recogieron los 
sobrenadantes (fracción L) para analizarlos junto con los anteriores.   
 
 
Figura 29.  Esquema general de trabajo en los ensayos de unión péptido-nanopartículas. 
 
La cuantificación de los péptidos en las fracciones S y L se realizó empleando el 
método analítico de cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa (HPLC-RP) 
con una columna XB-C18 con la ayuda del Dr. Marco Filice (Instituto de Catálisis y 
Petroleoquímica, CSIC). En la Figura 30 se observan los cromatogramas obtenidos para 
estas dos especies.  Para ambos péptidos se realizó una recta patrón que permitió la 
cuantificación del péptido libre después de los diferentes ensayos de unión.  
 
 
Figura 30.  Cromatogramas obtenidos empleando HPLC-RP para una mezcla (1:1) de 40 μg de péptidos. 
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Al estudiar concentraciones crecientes de nanopartículas en el medio de interacción 
(300, 600 y 900 μg/mL) frente a una concentración fija de péptido (40 μg/mL en cada 
caso) no se detectó péptido libre en las fracciones correspondientes al sobrenadante y al 
lavado de las muestras.  Partiendo de este resultado se fijó la concentración de 300 μg/mL 
de nanopartículas para los estudios posteriores.   
Con el objetivo de determinar el grado de saturación de las nanopartículas y por 
tanto su capacidad de carga, se estudió la unión de los péptidos a las nanopartículas 
fijando una concentración de nanopartícula de 300 μg/mL y se añadieron concentraciones 
de péptido crecientes (40, 80, 120 y 160 μg/mL).  Los resultados obtenidos se muestran en 
la Figura 31.  Como se puede observar ambos péptidos en la condición inicial (300 μg/mL 
NP: 40 μg/mL péptido) se unen a las nanopartículas y esta unión permanece estable 
después del lavado.  Al aumentar la cantidad de péptido en el medio se observa cómo en 
ambos casos ocurre la saturación en la capacidad de carga de ambos tipos de 
nanopartículas.  Sin embargo, en este proceso influye tanto la carga neta superficial de las 
nanopartículas (NP-DMSA, -40 mV; NP-PEG-(NH2)2, =-15 mV), como la carga neta de cada 
péptido relacionada con su punto isoeléctrico (CIGB-300 pI=12,3; CIGB-500 pI=9,5). 
Las NP-DMSA al presentar una carga superficial mucho más negativa, son capaces de 
unir mayor cantidad de péptido y la adsorción resulta más estable después del proceso de 
lavado.  La conjugación del PEG a los grupos carboxilos del DMSA disminuye el número de 
grupos carboxilos disponibles, además del impedimento estérico de las cadenas del 
polímero.  Por otra parte la molécula del CIGB-300 mostró una capacidad de adsorción 
mayor a la superficie de las nanopartículas, así como una interacción más fuerte y estable 
que el CIGB-500.  Esto puede ser debido a la presencia de varias lisinas y argininas en su 
estructura que aportan cargas positivas favorables en el proceso de interacción con las 
cargas negativas de las nanopartículas.   
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Figura 31.  Cuantificación del péptido libre en las fracciones del sobrenadante y lavado de los distintos 
ensayos de unión a las nanopartículas modificadas con DMSA y PEG.  A-B) CIGB-300. C-D) CIGB-500. 
 
Debido a que la interacción entre las nanopartículas y los péptidos se basa en 
interacciones electrostáticas, la fuerza iónica del medio es uno de los parámetros que más 
pueden afectar la adsorción, ya que los iones del medio se estructuran alrededor de los 
grupos cargados de los péptidos y de la superficie de las nanopartículas, dificultando esta 
interacción.  Para analizar el efecto de la fuerza iónica el proceso de unión se llevó a cabo 
en presencia de PBS 1X y los lavados también se realizaron con este tampón.  También se 
estudió la influencia de detergentes en el medio como posible agente desestabilizador de 
la formulación.  En ambos casos se observó que el aumento de la fuerza iónica del medio, 
así como la presencia de detergentes no afectó la unión de los péptidos a las 
nanopartículas y sólo en el caso de la etapa de lavado del CIGB 500 se observó la desorción 
de ~10% del péptido unido a las nanopartículas (Figura 32).  
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Figura 32.  Cuantificación del péptido libre en las fracciones del sobrenadante y lavado de los distintos 
ensayos de unión a las nanopartículas modificadas con DMSA y PEG en presencia de PBS y SDS.  A-B) CIGB-
300.  C-D) CIGB-500. 
 
Este resultado permite utilizar las nanopartículas como vehículos de administración 
de los péptidos CIGB 300 y CIGB 500 tanto en cultivo celular como en modelos animales, 
ya que no se produce la pérdida de los mismos en medios de alta fuerza iónica a pH 
fisiológico.  Teniendo en cuenta que existen numerosos aspectos que determinan la 
biodistribución y toxicidad de las nanopartículas in vivo, así como la captación de las 
nanopartículas por los distintos tipos celulares, su internalización, localización 
intracelular y mantenimiento de la actividad biológica, se recomienda continuar estos 
estudios en ensayos in vitro e in vivo.  El siguiente paso será el estudio de las mejores 
condiciones de liberación y estudiar la actividad biológica de los péptidos una vez 
liberados.  En algún caso se ha observado que la liberación no es necesaria, como en el 
caso de la citoquina interferón-γ que era activa también unida a las nanopartículas 
recubiertas de DMSA (Mejias et al., 2008; Mejias et al., 2011). 
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Capítulo 5. Toxicidad 
 
Una de las herramientas más empleadas para el estudio de la toxicidad asociada a 
tratamientos basados en nanopartículas, antes de su aplicación in vivo son los cultivos 
celulares.  Estos poseen una serie de ventajas con respecto a los estudios in vivo: menor 
complejidad, costes y cuestiones éticas.  Por otra parte presentan un mayor control sobre 
el ambiente que rodea a las células y homogeneidad tanto a nivel morfológico como de 
composición, permitiendo profundizar más fácilmente en la comprensión de los procesos 
biológicos y bioquímicos que tienen lugar durante los tratamientos (Lewinski et al., 2008; 
Mahmoudi et al., 2010).  Saber cómo las nanopartículas interactúan con las células y el 
microambiente que las rodea permitirá determinar en una aproximación inicial la 
seguridad del producto en una aplicación clínica a largo plazo (Markides et al., 2012). 
Para las nanopartículas en general se han descrito varios mecanismos de entrada a 
la célula, sin embargo la forma más estudiada es la vía de endocitosis.  Aunque existen 
diferencias sobre el concepto de endocitosis, se podría decir que es el proceso por el que 
las células son capaces de incorporar en su interior moléculas de distintos tamaños, que 
engloban en una invaginación de su membrana plasmática, que acaba desprendiéndose de 
la misma, quedando las moléculas contenidas en el interior de una vesícula en el 
citoplasma (Bareford and Swaan, 2007).  Esta vesícula sigue distintas rutas una vez dentro 
de la célula dependiendo del mecanismo endocítico, pudiendo dirigirse bien hacia la ruta 
degradativa de los lisosomas, o bien puede evitarla y dirigirse al aparato de Golgi, al 
retículo endoplasmático e incluso al núcleo.  La endocitosis comprende dos tipos de 
mecanismos diferentes, fagocitosis y pinocitosis.  La fagocitosis: está implicada en la 
internalización de grandes partículas (más de 200 nm), así como de bacterias y otros 
microorganismos.  La pinocitosis está implicada en la entrada de fluidos y solutos en la 
célula.  Dentro de esta vía existen distintas variantes, que se pueden dividir en dos 
categorías, independientes de receptor: macropinocitosis; y dependientes de receptor: 
endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolinas o endocitosis 
independiente de ambas (Figura 33).  Como se grafica en la Figura 33 entre ellas se 
diferencian, entre otras cosas, por el tamaño de vesícula endocítica que forman (Verma 
and Stellacci, 2010).  La internalización de partículas grandes se ve favorecida a través de 
procesos de fagocitosis.  La internalización no específica de partículas de  ~1µm tiene 
lugar a través de mecanismos de pinocitosis y partículas <100 nm entran a la célula vía 
endocitosis mediada por clatrinas o caveolinas (Petros and DeSimone, 2010). 
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Figura 33.  Esquema de los principales mecanismos endocíticos. (Adaptado de (Mercer et al., 2010)). 
 
La influencia del mecanismo de entrada de la nanopartícula en la célula sobre la 
citotoxicidad es de gran importancia.  Un ejemplo de esto es el caso de nanopartículas de 
plata, para las cuales se ha descrito, además de la vía endocítica una forma de entrada a 
través de un proceso de difusión por la membrana plasmática formando poros.  Estas 
partículas resultan tóxicas para la célula ya que no sólo son capaces de perforar la 
membrana plasmática sino que traspasan la membrana nuclear y producen daño 
genotóxico en la célula (AshaRani et al., 2009).  También el recubrimiento es crítico para 
entender la internalización celular de las NPM.  Por ejemplo, nanopartículas modificadas 
con glucosa o por PEG son internalizadas por endocitosis mediada por caveolinas o por 
endocitosis mediada por clatrina, respectivamente (Moros et al., 2012). 
Los efectos citotóxicos de un tratamiento basado en nanopartículas pueden ser de 
dos tipos de forma general: los que son independientes de la interacción célula-
nanopartícula o aquellos asociados al proceso de internalización y transformación 
intracelular de las nanopartículas.  En el primer caso este tipo de citotoxicidad se debe a la 
interacción de las nanopartículas con el medio de cultivo.  Debido a la reactividad 
superficial de las nanopartículas estas tienden a formar una “corona de proteínas” que 
secuestra proteínas, nutrientes y factores de crecimiento presentes en el medio en mayor 
o menor medida y puede afectar la viabilidad celular (Lundqvist et al., 2011).  También la 
adición de partículas al medio de cultivo puede modificar el pH o la presión osmótica y 
provocar indirectamente la muerte celular.  Para evitar confundir estos posibles 
resultados de citotoxicidad no asociada a la interacción célula-nanopartícula se 
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recomienda incluir en el protocolo de trabajo la incubación previa de las nanopartículas, 
su decantación y resuspensión en medio de cultivo fresco (Laurent et al., 2012).  Por otra 
parte se recomienda también realizar estudios de citotoxicidad empleando inhibidores del 
proceso de endocitosis o con tipos celulares con muy baja capacidad endocítica (ej. 
Eritrocitos) para confirmar que los resultados observados se deben a un fenómeno de 
toxicidad indirecta provocada por las nanopartículas en el medio de cultivo (Soenen and 
Cuyper, 2009).  En este trabajo se siguieron ambas recomendaciones. 
Los efectos citotóxicos asociados al proceso de internalización en una primera etapa 
se suele estudiar mediante diferentes técnicas de microscopía (TEM, óptica) para ver si 
existe o no un proceso de internalización de las nanopartículas.  En el caso de 
nanopartículas que sólo se adhieren a la membrana citoplasmática pero no son 
internalizadas, resulta más probable que estas se desprendan durante los procesos de 
división celular o migración debido a fuerzas de cizalla (Soenen and Cuyper, 2009) y no 
provoquen afectaciones de la viabilidad celular (Ruiz et al., 2013b).  La microscopía 
electrónica de transmisión ha permitido describir el proceso de endocitosis, ubicación 
subcelular y degradación de nanopartículas magnéticas con recubrimientos aniónicos 
(Lartigue et al., 2013).  Las nanopartículas son internalizadas por la célula vía endocitosis 
y quedan agregadas inicialmente en endosomas tempranos.  Posteriormente estos 
endosomas se fusionan con heterolisosomas y poco a poco ocurre un proceso de 
dispersión de las nanopartículas y comienza su degradación.  La co-localización de las 
nanopartículas con estructuras lisosomales dispersas en el citoplasma también ha sido 
verificada por microscopía óptica y el empleo de la sonda fluorescente LysoTracker Red 
DND-99  (Mejias et al., 2011; Villanueva et al., 2009).  La tinción con azul de Prusia 
específica de hierro también permite localizar las nanopartículas en el citoplasma de las 
células o adheridas a la membrana citoplasmática.  De forma general se emplea también 
una contratinción con rojo neutro  para estudiar posibles cambios en la morfología de la 
célula (Calero et al., 2013; Villanueva et al., 2009). 
Existen numerosos métodos para estudiar la citotoxicidad celular asociada a la 
interacción célula-nanopartícula (Figura 34). 
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Figura 34.  Métodos más usados para describir posibles afectaciones de la viabilidad celular asociada a una 
interacción célula-nanopartícula. 
 
Es necesario señalar que para un análisis riguroso del fenómeno de citotoxicidad se 
requiere la combinación de varios de estos métodos ya que cada uno aporta información 
diferente por ejemplo: integridad de la membrana celular (Azul Tripán, Actividad 
enzimática de Lactato deshidrogenasa) integridad de la membrana lisosomal (Rojo 
neutro), ausencia de daños en el DNA (tinción con ioduro de ioduro de propidio), 
integridad mitocondrial (MTT), estrés oxidativo y generación de especies reactivas del 
oxígeno (ROS) (Ensayo con monoclobimán para detectar niveles de GSH o de 
cuantificación de ROS con DCFH-DA), proliferación celular (MTT, BrdU, EdU), arquitectura 
del citoesqueleto (tinción inmunohistoquímica para α-tubulina o Vinculina, y para F-actina 
con Faloidina marcada con rodamina), entre otros (Laurent et al., 2012; Soenen and 
Cuyper, 2009). 
En este trabajo se han empleado varios de estos métodos con el fin de reunir 
suficiente información sobre la toxicidad asociada a las nanopartículas recubiertas con 
DMSA y modificadas con PEG.  Se ha empleado la tinción con Azul de Prusia para 
identificar las nanopartículas con una contratinción con rojo neutro para observar 
posibles daños en la morfología de la célula.  Se han observado las células in vivo 
empleando un microscopio óptico invertido.  Para estudiar la proliferación celular y 
afectaciones en la viabilidad se empleó el método del MTT y se comparó con los resultados 
obtenidos en un contador en tiempo real xCELLigence RTCA-DP.  La localización 
intracelular de las nanopartículas se realizó empleando la sonda fluorescente LysoTracker 
Red DND-99.  Se ha estudiado la interacción de las nanopartículas con diferentes líneas 
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celulares, tumorales y no-tumorales, así como con diferente capacidad endocítica y 
actividad metabólica.  Y finalmente se ha estudiado la toxicidad de las nanopartículas 
frente a las células de la sangre así como su genotoxicidad empleando el ensayo de 
Cometa. 
 
5.1. Efectos citotóxicos de las nanopartículas recubiertas con 
DMSA o modificadas con PEG 
 
De forma general se puede decir que las nanopartículas recubiertas con DMSA o 
modificadas con PEG no afectan la viabilidad celular.  Sin embargo, muchos resultados 
aparentemente diferentes han sido descritos por diferentes grupos de investigación.  Esto 
es debido a la elevada variabilidad experimental en la selección de las condiciones de 
trabajo: tipos de células ensayadas, variabilidad en la forma de preparar las 
nanopartículas y las concentraciones utilizadas, y por último diferencias en las 
propiedades físico-químicas de las nanopartículas empleadas (Laurent et al., 2012).  Se 
hace necesario intentar resumir toda esta información para llegar a conclusiones más 
precisas. 
En la Tabla 7 se resumen los datos más importantes sobre la citotoxicidad de 
nanopartículas de óxido de hierro recubiertas con DMSA o modificadas con PEG.  En esta 
tabla sólo se presentan los datos correspondientes a los ensayos de determinación directa 
de la viabilidad celular.  Sin embargo, la información toxicológica de estas nanopartículas 
in vitro es mucho más amplia y comprende el estudio de otros parámetros como: : estrés 
oxidativo (Calero et al., 2013; Ge et al., 2013; Hohnholt and Dringen, 2011; Mejías et al., 
2013), reacciones inflamatorias (Liu et al., 2011; Mejias et al., 2011; Wilhelm and Gazeau, 
2008), cambios en la morfología (Auffan et al., 2006; Calero et al., 2013; da Paz et al., 2012; 
Ge et al., 2013; Ge et al., 2009; Geppert et al., 2011; Hohnholt and Dringen, 2011; Luengo et 
al., 2013; Mejias et al., 2011; Mejías et al., 2010; Qin et al., 2013; Ruiz et al., 2013b; Wilhelm 
and Gazeau, 2008), adhesión celular (Ge et al., 2013; Liu et al., 2011; Wilhelm and Gazeau, 
2008), daños en membrana (Geppert et al., 2011; Hohnholt and Dringen, 2011; Luengo et 
al., 2013), genotoxicicidad (Auffan et al., 2006; Liu et al., 2011), ciclo celular (Calero et al., 
2013; Luengo et al., 2013; Mejías et al., 2013; Qin et al., 2013) y procesos de apoptosis (Ge 
et al., 2013; Luengo et al., 2013; Mejías et al., 2013; Mejias et al., 2011; Qin et al., 2013).  
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Tabla 7. Resumen de la viabilidad celular en presencia de nanopartículas recubiertas con DMSA o modificadas 
con PEG.  
Tipo celular Tamaño 
Hidrodinámico 
Concentración Tiempo de 
incubación 
Ensayo Resultado 
Fibroblastos 
humanos 
normales (Auffan 
et al., 2006) 
450 ± 20 nm 10-6 a 10-1 g/L 2, 24, y 48h WST Bajo efecto 
citotóxico  
(Viabilidad: 
100-80%). 
Fibroblastos 
humanos 
normales (Gupta 
and Gupta, 2005) 
50 nm 0–1000 μg/mL 24h MTT Viabilidad 
dependiente de 
la dosis.  
Fibroblastos 
gingivales 
humanos, células 
del músculo liso 
vascular, células 
progenitoras 
endoteliales, 
células tumorales 
hepáticas, células 
precursoras 
miogénicas, 
linfocitos OT-1 
(Wilhelm and 
Gazeau, 2008) 
30 nm 0,05 a 20 mM 10 min a 8 
h 
La 
biocompatibilida
d de las 
nanopartículas 
magnéticas se 
verificó teniendo 
en cuenta 
métodos 
específicos para 
cada tipo celular 
No se 
observaron 
afectaciones en 
la viabilidad 
celular y la 
capacidad de 
proliferación in 
vitro. 
Carcinoma oral 
escamoso (Ge et 
al., 2009) 
88.49 ± 
18,54nm 
0-640 μg/mL 12 h MTT Viabilidad 
dependiente de 
la dosis. 
Máxima 
afectación: 70% 
del control. 
Macrófagos 
murinos 
RAW264.7 (Hou 
et al., 2010) 
- 0-100 μg/mL 24 h MTT No se 
observaron 
afectaciones 
significativas (p 
>0.05) a 
diferentes 
dosis. 
Macrófagos 
murinos 
- 20, 30, 40, 50 y 
100 μg/mL 
4, 24 y 48 h MTT No se 
observaron 
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RAW264.7 (Liu et 
al., 2011) 
afectaciones 
significativas (p 
>0.05) a 
diferentes dosis 
o en los tiempos 
de incubación 
ensayados. 
Macrófagos 
murinos 
RAW264.7, 
células de cáncer 
de mama BT-
20(Zhang et al., 
2002) 
- 0,2 mg/mL Hasta 5 
días 
Azul Tripán No se afectó la 
viabilidad 
celular (valores 
similares al 
control). 
      
HeLa (Mejías et 
al., 2010) 
30, 65 y 70 nm 0,05; 0,1 y 0,5 
mg Fe/mL 
1-24 h MTT No se 
observaron 
afectación 
después de 24 h 
de tratamiento 
(90–100% 
viabilidad 
comparada con 
el control). 
HeLa (Xiong et al., 
2012) 
154,6 ± 28,3 0-600 μg/mL 24 h MTT No se 
observaron 
afectaciones en 
la viabilidad a 
diferentes 
dosis. (80% 
respecto al 
control. 
HeLa (Ruiz et al., 
2013b) 
22 y 42 nm 0,3 mg Fe/mL 24 h MTT No se 
observaron 
afectaciones 
significativas (p 
>0.05) (93.5 ± 
2.90% respecto 
al control). 
HeLa (Calero et 
al., 2013) 
110 nm 0,05; 0,1 y 0,5 
mg/mL 
24 ó 72 h MTT y Azul 
Tripán 
No se 
observaron 
afectaciones en 
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las condiciones 
ensayadas. 
HeLa, células de 
osteosarcoma MG-
63 
- 0,02 mg/mL 1, 2 y 4 h Azul tripán No se 
observaron 
afectaciones en 
la viabilidad 
celular. 
Cultivos 
primarios de 
astrocitos 
(Geppert et al., 
2011) 
60 nm 100-4000 µM 4 h Actividad 
enzimática de 
LDH 
No se 
observaron 
afectaciones en 
las condiciones 
ensayadas. 
Células 
oligodendrogliales 
OLN-93 (Hohnholt 
and Dringen, 
2011) 
60 nm 0; 0,25; 1 y 4 
mM 
8 h Actividad 
enzimática de 
LDH e incubación 
con ioduro de 
propidio 
La viabilidad 
celular no se vio 
comprometida 
en las 
condiciones 
estudiadas. 
Adenocarcinoma 
Pan02 murina 
(Mejias et al., 
2011) 
~100 nm - 24 h MTT y Alamar 
Blue 
Relativamente 
baja 
citotoxicidad 
(96.72 ± 2.53% 
del control). 
MA104 y HepG2 
(Chen et al., 2012) 
51 nm 20-260 μg/mL 24 h WST > 90% a las 
diferentes 
concentraciones 
de hierro 
estudiadas. 
Células de cáncer 
de colon LS174T 
and HCT116 (da 
Paz et al., 2012) 
190 nm 0,1; 1; 
5; 10; 30; 60; 
80 y 100 ng/µL 
5, 12, 24, 
o 48 h 
MTT La viabilidad 
cellular de 
HCT116 
disminuyó 
frente a dosis 
entre 60 y 80 
ng/µL. LS174T 
se vio afectada 
después de 48 h 
en 
concentraciones 
entre 30 y 80 
ng/µL. 
Fibroblastos L929 49 nm 0,25; 0,10 y 24 h Live/Dead® kit Cultivos 
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y  osteoblastos 
Saos-2 (Luengo et 
al., 2013) 
0,05 mg de 
Fe/mL 
altamente 
viables después 
de1, 4 y 7 días. 
NCTC 1469 
hepáticas 
murinas (Mejías 
et al., 2013) 
~65 nm 0,01; 0,025; 
0,05; 0,1; 0,25 
y 0,5 mg/mL 
24, 48 y 72 
h 
Alamar Blue Las 
nanopartículas 
no afectaron la 
proliferación 
celular. 
Células madres 
derivadas de 
adipocitos (Qin et 
al., 2013) 
20-40 nm 12,5; 25, y 50 
μg/mL 
24 h Kit-8 para conteo 
celular 
No hubo 
afectaciones de 
la viabilidad 
comparadas con 
el control. 
 
Células 
endoteliales 
aórticas humanas 
(HAECs) (Ge et al., 
2013) 
 0,001 a 0,2 
mg/mL 
4, 24, 48, y 
72 h 
MTT Afectación de la 
viabilidad 
dependiente de 
la dosis. No se 
observaron 
daños hasta 
0.02 mg/mL. 
 
5.2. Interacción célula-nanopartículas 
 
En colaboración con el grupo de la Dra. Angeles Villanueva (Universidad Autónoma 
de Madrid) y del Dr. Ricardo Bentes de Azevedo (Universidad de Brasilia) se llevaron a 
cabo los trabajos de evaluación de la toxicidad asociada al tratamiento con nanopartículas 
mediante diferentes técnicas.  Para evaluar la captación de las nanopartículas, se 
incubaron diferentes líneas celulares (células de adenocarcinoma de páncreas Pan02, de 
carcinoma cérvico uterino HeLa y de carcinoma hepatocelular HepG2), con diferentes 
concentraciones de nanopartículas recubiertas de DMSA o conjugadas a PEG diaminado de 
2000 Da, y se analizó la presencia de nanopartículas en el cultivo mediante microscopía de 
campo claro.  Estas líneas se seleccionaron con el objetivo de establecer comparaciones 
entre los distintos tipos celulares y obtener una idea más amplia de la viabilidad celular en 
presencia de las nanopartículas. 
Las células HeLa son una línea perfectamente establecida y caracterizada y 
constituye el modelo in vitro más utilizado en biología celular.  Por otra parte el uso de la 
línea Pan02 permitirá observar el proceso de interacción celular en una línea con una 
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elevada actividad metabólica, muestra de ello es la abundante presencia de vesículas 
lisosomales presentes en el citoplasma.  Por último la línea HepG2 permitirá obtener una 
aproximación in vitro a la posible toxicidad hepática de estas nanopartículas, las cuales se 
ha observado que en su biodistribución in vivo se acumulan fundamentalmente en el 
hígado (Ruiz et al., 2013a).  
Tras 24 horas de incubación a 0,3 mg/mL y realizar 3 lavados con PBS, se observó 
que las células habían internalizado parte de las nanopartículas, y estas presentaban un 
patrón de distribución perinuclear (Figura 35).  Observar las células in vivo evita posibles 
artefactos debidos al proceso de fijación o de la tinción celular.  También se observó que 
ambos tipos de células internalizaban mucho más las nanopartículas recubiertas con 
DMSA, que aquellas modificadas con PEG que permanecían adheridas a la membrana 
celular (Ruiz et al., 2013b).  Además, las Pan02 presentaban mayor cantidad de 
nanopartículas en el citoplasma que las HeLa. 
 
 
Figura 35.  Internalización de las nanopartículas en células HeLa (A: control, B: NP-DMSA, C: NP-PEG-(NH2)2) y 
Pan02 (D: control, E: NP-DMSA, F: NP-PEG-(NH2)2) después de 24 horas de incubación en presencia de las 
nanopartículas a 0,3 mg/mL de hierro.  Barra de escala: 10 μm. 
 
Se ha observado que la internalización de las nanopartículas es un fenómeno que 
depende de la naturaleza del recubrimiento de las mismas, la concentración de 
nanopartículas y el tiempo de incubación (Villanueva et al., 2009).  Por tanto este proceso 
se ve favorecido en el caso de las nanopartículas recubiertas con DMSA, mientras que las 
modificadas con PEG de menor carga superficial se mantienen en la superficie celular.  
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Estas observaciones fueron confirmadas al realizar una tinción con azul de Prusia, 
específica para detectar hierro (Figura 36).  
 
 
Figura 36.  Tinción con azul de Prusia de las células HeLa (A: control, B: NP-DMSA, C: NP-PEG-(NH2)2) y Pan02 
(D: control, E: NP-DMSA, F: NP-PEG-(NH2)2) después de 24 horas de incubación en presencia de las 
nanopartículas a 0,3 mg/mL de hierro.  Barra de escala: 10 μm. 
 
Las nanopartículas cargadas en su superficie pueden interaccionar con estructuras 
de la superficie de la membrana plasmática y ser endocitadas (Nel et al., 2009).  Diferentes 
estudios han descrito el proceso de endocitosis de las nanopartículas recubiertas con 
DMSA.  Este proceso cuenta de dos etapas fundamentales, la adsorción de las 
nanopartículas a la membrana y posteriormente la etapa de internalización  (Wilhelm et 
al., 2003; Wilhelm et al., 2002).  Al estudiar este proceso a 4 y 37ºC se observó que a bajas 
temperaturas solo ocurre la adsorción de las nanopartículas a la membrana plasmática 
(proceso dependiente de ATP) (Calero et al., 2013).  Por otra parte la incubación a 37ºC 
permitía la internalización de las nanopartículas en un proceso de endocitosis que 
concluía con las nanopartículas confinadas en endosomas tardíos o lisosomas dispersos 
por el citoplasma  (Wilhelm and Gazeau, 2008).  
Para confirmar estos resultados se incubaron células Pan02 con las nanopartículas 
recubiertas con DMSA, las cuales se había observado que eran internalizadas por la célula 
eficientemente.  Se utilizó la sonda fluorescente LysoTracker Red DND-99, específica para 
identificación de lisosomas.  La distribución citoplasmática observada para estas 
nanopartículas solapaba en gran parte con el marcador utilizado, lo que confirma que las 
nanopartículas internalizadas son degradadas en el compartimento lisosomal (Figura 37).  
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Figura 37.  Co-localización de las NP-DMSA con la sonda fluorescente LysoTracker Red en células Pan02.  Tras 
el marcaje las células (30 min) se observaron mediante microscopía de campo claro para visualizar las células 
y las nanopartículas, y de fluorescencia para visualizar el marcaje. Barra de escala: 10 μm. 
 
Al comparar el proceso de internalización de las nanopartículas recubiertas con 
DMSA con diferentes nanopartículas modificadas con PEG se observó que mientras las NP-
DMSA resultaban internalizadas eficientemente, las conjugadas a PEG formaban agregados 
positivos para la tinción con azul de Prusia en la superficie celular (Figura 38)(Ruiz et al., 
2013b). 
Las nanopartículas con recubrimientos de baja carga superficial, tales como 
dextrano o el PEG empleado en este estudio, no son internalizadas por las células 
tumorales, por lo que resultan candidatos ideales para productos de imagen por RMN, 
sobre todo en el diseño de agentes de contraste de larga vida media en sangre (Na et al., 
2009).  Sin embargo, modificaciones posteriores de las nanopartículas por la unión por 
ejemplo de un péptido, podría modificar la interacción nanopartícula-célula y volver a 
permitir la internalización.  Por tanto, se hace necesario el estudio de toxicidad para cada 
material desarrollado. 
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Figura 38.  Tinción con azul de Prusia de las células HeLa (A: NP-DMSA, B: NP-PEG-NH2, C: NP-PEG-(NH2)2, D: 
NP-PEG-Prop-(NH2)2) después de 24 horas de incubación en presencia de las nanopartículas a 0,3 mg/mL de 
hierro.  Barra de escala: 10 μm. 
 
5.3. Viabilidad celular 
 
Dentro de los posibles efectos que dependen de la captación e internalización de 
nanopartículas en las células se encuentran la citotoxicidad directa, a corto plazo, en la que 
se incluyen la afectación del metabolismo celular, alteraciones en la integridad de la 
membrana plasmática o lisosomal, alteración en el metabolismo mitocondrial, generación 
de ROS o genotoxcidad (Soenen and Cuyper, 2009).  Como se puede observar en la Tabla 7, 
uno de los métodos más utilizados en la caracterización de la citotoxicidad asociada a las 
nanopartículas magnéticas, es el método MTT.  El ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5 
dimetiltiazol-2-il)-2,5 dimetiltetrazolio), determina la actividad e integridad mitocondrial 
de las células.  La succinato deshidrogenasa presente en las mitocondrias rompe el anillo 
de tetrazolio generando el formazán de color morado, en aquellas células que mantienen 
su actividad mitocondrial intacta (Mosmann, 1983). 
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Para analizar si existían diferencias en la viabilidad celular en presencia de NP-
DMSA o NP-PEG-(NH2)2 se realizó un ensayo MTT en diferentes líneas celulares que 
habían sido incubadas durante 24 h con las nanopartículas a una concentración de 0,3 
mg/mL.  Los resultados indicaron que tras 24 horas de incubación, las células presentaron 
porcentajes de viabilidad similares a los controles (Figura 39).  
 
Figura 39.  Análisis de la citotoxicidad mediante un ensayo de MTT de las nanopartículas incubadas durante 
24 h a 0,3 mg/mL de hierro en diferentes líneas celulares (A: HeLa, B: Pan02 y C: HepG2) NP-DMSA (■) y NP-
PEG-(NH2)2 (■).  Los datos representan las medias ± D.E. (n=6) del porcentaje de células viables, tomando 
como control (100%) de las células sin tratar ( ).  
 
Además de los efectos citotóxicos directos que evalúa el MTT, las nanopartículas 
podrían generar otros efectos a largo plazo en las células.  Cambios en la arquitectura del 
citoesqueleto, podrían producir alteraciones en la morfología celular, una reducción en la 
capacidad proliferativa, defectos en la migración o en la diferenciación celular, etc (Soenen 
and Cuyper, 2009).  Por tal motivo se estudió la proliferación celular en tiempo real hasta 
150 h de cultivo mediante un analizador xCELLigence RTCA-DP.  El sistema permite la 
medición de la impedancia en el fondo del pocillo de cultivo que se encuentra conectado a 
unos microelectrodos a través de los cuales se aplica una corriente de 20 mV a una 
frecuencia de 25 kHz.  Al aumentar el número de células en el fondo del pocillo se produce 
un aumento de la impedancia que se puede correlacionar con la viabilidad celular y la 
capacidad de proliferación y migración de las células.  El software del equipo (versión: 
RTCA 1.2.1) permite el cálculo del índice de crecimiento celular, que es un valor obtenido a 
partir de la división de la impedancia entre la frecuencia (M.R. Cimpan et al., 2013).  
Teniendo en cuenta que el objetivo final de estas nanopartículas es su aplicación en 
biomedicina, estas estarán en contacto en el organismo con diferentes tipos celulares, así 
como con células sanas o enfermas.  De ahí que se decidió estudiar la posible afectación 
que pueden provocar las nanopartículas en 2 líneas de igual origen (tejido mamario), una 
línea normal (MCF-10) y otra tumoral (MCF-7).  Para analizar si existían diferencias en la 
viabilidad celular en presencia de las NP-DMSA o NP-PEG-(NH2)2 se realizó un análisis con 
distintas dosis de nanopartículas en el medio de cultivo (0,1; 0,3 ó 0,5 mg/mL) hasta 150 h 
de tiempo de incubación (Figura 40).  Se utilizó además una dosis por encima de la dosis 
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máxima recomendada a partir de los resultados del MTT para saber si las células podrían 
recuperarse.  El gráfico representa la media de 3 réplicas de cada condición experimental. 
 
 
Figura 40.  Análisis de la viabilidad celular en tiempo real de células incubadas a distintas concentraciones de 
nanopartículas. A) MCF-10, B) MCF-7.   
 
Como se puede observar en la Figura 40 cada línea celular presenta cinéticas de 
crecimiento diferente.  Sin embargo al comparar la influencia de las nanopartículas 
respecto a su control (células incubadas sin tratamiento), se pudo observar que sólo a 
altas concentraciones de nanopartículas (0,5 mg/mL) había un efecto tóxico a causa de las 
nanopartículas que inhibía la proliferación celular. 
La combinación del método MTT con el análisis en tiempo real de la proliferación 
celular en presencia de las nanopartículas ha permitido observar que no existe toxicidad 
directa o indirecta asociada a las nanopartículas en diferentes líneas celulares hasta 
concentraciones de 0,3 mg/mL.  El método MTT al cuantificar directamente la actividad 
enzimática succinato deshidrogenasa, que es un complejo proteico ligado a la membrana 
interna mitocondrial que interviene en rutas metabólicas claves como el ciclo de Krebs y 
en la cadena de transporte de electrones, permite comprobar que no existen afectaciones 
en el metabolismo celular y no se ha afectado la integridad estructural de dicho organelo.  
Por otra parte el análisis en tiempo real de la proliferación celular brinda información 
acerca de que las nanopartículas no provocan alteraciones en los procesos de crecimiento, 
división y migración celular.  Las nanopartículas tampoco afectan la morfología de las 
células como se ha podido observar mediante la microscopía óptica.  Finalmente, el hecho 
de que la modificación superficial de las nanopartículas permita que unas sean 
internalizadas (NP-DMSA) mientras que otras permanecen adheridas a la membrana 
plasmática (NP-PEG-(NH2)2) posibilita su aplicación en diversas formas de terapia; ya sea 
en aplicaciones como la hipertermia y la liberación controlada de fármacos o como 
agentes de contraste en MRI con un tiempo de vida media en sangre incrementado. 
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5.4. Hematotoxicidad 
 
La Hemostasia o hemostasis es el conjunto de mecanismos aptos para hacer que la 
sangre circule en estado líquido en los vasos sanguíneos.  La hemostasia regula además 
que cuando una de estas estructuras se ve dañada, tengan lugar los mecanismos de 
formación de coágulos para detener la hemorragia, así como los procesos de disolución de 
trombos (Fibrinólisis) (Gentry, 2004).  El proceso de coagulación se produce después de 
una lesión de los vasos sanguíneos a través de dos mecanismos: (1) la hemostasia 
primaria, en el que las plaquetas forman de inmediato un tapón en la sitio de la lesión, y 
(2) la hemostasia secundaria, que tiene dos vías: (i) la vía intrínseca (vía de propagación) 
que opera con la ayuda de muchos componentes proteicos del plasma sanguíneo, 
conocidos como factores de coagulación, y (ii) la vía extrínseca (la vía de iniciación) que 
opera con la ayuda del factor tisular (TF) en el daño vascular.  La eficiencia de la vía 
intrínseca se puede evaluar midiendo el tiempo de tromboplastina parcial activada 
(TTPa), mientras que la eficacia de la vía extrínseca puede ser evaluada midiendo el 
tiempo de protrombina (PT).  Ambas vías conducen a la formación de hebras de fibrina, 
cuya función es fortalecer el tapón de plaquetas (Figura 41). 
 
 
Figura 41.  Diagrama simplificado de la cascada de coagulación que muestra la intersección de las vías 
intrínseca y extrínseca.  (Adaptado de (Vogler and Siedlecki, 2009)). 
 
Teniendo en cuenta que la preparación de estas nanopartículas tiene un fin 
biomédico, al ser administradas entrarán en contacto con los diferentes componentes de 
la sangre.  Sin embargo no existen muchos trabajos que aborden la hematotoxicidad 
asociada a tratamientos con nanopartículas magnéticas (Ali et al., 2013).  En este trabajo 
realizado en colaboración con el Dr. Angel Millán (Universidad de Zaragoza) se ha 
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estudiado el efecto de las nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas PEG, así 
como de sus componentes por separado, en el proceso de coagulación mediante la 
medición de los tiempos de tromboplastina parcial activada (TTPa) y de protrombina 
(PT).  Además, mediante el conteo de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina, hematocrito y 
las plaquetas en la sangre se estudió la presencia de posibles efectos hemolíticos de las 
nanopartículas y estos resultados se corroboraron in vivo. 
 
5.4.1. Análisis in vitro 
 
Para los estudios de coagulación se colectaron muestras de sangre de humanos 
voluntarios sanos añadiéndolas a viales que contenían 0,129 M de citrato.  Las muestras se 
centrifugaron a 3500 rpm para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP).  El plasma se 
procesó para los estudios de coagulación de TTPa y PT utilizando el coagulómetro TOP-
ACL de IL-Instrumentación.  Los resultados estuvieron dentro de los límites de referencia 
(23-37 s. y 9-14 s respectivamente).  Igualmente se colectaron muestras de sangre 
añadiéndole inmediatamente un volumen de EDTA (1,8 mg/mL) correspondiente al 10 % 
del volumen total, para analizar una posible variación del conteo de eritrocitos, leucocitos, 
hemoglobina, hematocrito y las plaquetas en un analizador Coulter LH 780 en presencia 
de las nanopartículas. 
Como se puede observar en la Figura 42A, el tiempo de protrombina, como 
parámetro indicador de la eficacia de la vía extrínseca no se vio afectado por la presencia 
de las nanopartículas conjugadas a PEG.  Sólo se observaron diferencias significativas con 
respecto al control en la muestra tratada con NP-DMSA a una concentración de 0,29 g/L de 
nanopartículas en el medio.  En este caso se observó una disminución del valor de PT a 
8,52 ± 0,40 s con respecto al control (10,07 ± 0,56 s). 
Por otra parte la determinación del tiempo de tromboplastina parcial activada como 
medidor de la eficacia de la vía de coagulación intrínseca muestra un incremento en 
presencia de las nanopartículas en todas las concentraciones evaluadas.  Sin embargo, el 
incremento observado para las nanopartículas conjugadas a PEG es significativamente 
menor que en el caso de los tratamientos con NP-DMSA.  
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Figura 42.  Influencia de las nanopartículas en: A) Los tiempos de protrombina (PT), B) Tromboplastina 
parcial activada (TTPa) en segundos.  Los valores representan la media ± D.E. (n=6 para las NPs y PBS [■], 
n=12 para los controles [ ]), Prueba de Mann-Whitney, (*) existen diferencias significativas con p < 0.05 entre 
las muestras tratadas con nanopartículas, PBS y el control.  NP-DMSA [■], NP-PEG-(NH2)2 [■]. 
 
También se analizó el posible efecto que tendría la presencia de las moléculas del 
recubrimiento en su forma libre (DMSA y PEG-NH2)2 en las muestras de sangre (Figura 
43).  Para ello se seleccionaron dos concentraciones de trabajo que son hasta 3 veces 
mayores que la cantidad de DMSA o PEG unido a las nanopartículas detectada por los 
análisis de termogravimetría.  
 
 
Figura 43.  Influencia de componentes del recubrimiento en su forma libre sobre: A) Tiempos de protrombina 
(PT), B) de tromboplastina parcial activada (TTPa) en segundos, C) Fibrinógeno en mg/dL.  Los valores 
representan la media ± D.E. (n=6) Prueba de Mann-Whitney, (*) existen diferencias significativas con p < 0.05 
entre las muestras tratadas con nanopartículas y el control.  Control [ ], NP-DMSA [■], NP-PEG-(NH2)2 [■]. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos donde ambos tipos de nanopartículas 
incrementaron los tiempos de tromboplastina parcial activada, no así las moléculas del 
recubrimiento en su forma libre, se hace compleja la explicación de este fenómeno. 
Tradicionalmente se ha observado que las superficies aniónicas inducían la 
activación de la vía intrínseca de la cascada de coagulación a través del proceso de 
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activación del zimógeno del factor FXII en la forma activa de la enzima FXIIa.  Sin embargo, 
estudios recientes sugieren que este proceso no es dependiente de superficies aniónicas, 
sino que está regulado por un equilibrio entre la adsorción-liberación de la enzima en su 
forma activa (Vogler and Siedlecki, 2009).  Es posible que las nanopartículas interactúen 
con el factor FXII desplazando el equilibrio hacia la forma adsorbida e inactiva y afectando 
por tanto la vía intrínseca de la coagulación.  Por otra parte estudios donde ha habido un 
incremento de TTPa a partir del tratamiento con diferentes nanopartículas aniónicas, este 
resultado solo se ha observado en los ensayos in vitro como el realizado en este trabajo, y 
no en los tratamientos in vivo donde utilizan ratas como modelo animal (Song et al., 2010). 
Esto podría indicar que la afectación se debe a la interacción con los componentes 
no celulares del plasma, mientras que in vivo la interacción de las nanopartículas con la 
sangre es mucho más compleja.  Para confirmar esta hipótesis se analizaron los conteos de 
eritrocitos, leucocitos, hemoglobina, hematocrito y las plaquetas con el objetivo de 
descartar posibles afectaciones en los componentes celulares de la sangre así como riesgo 
de hemólisis en presencia de las nanopartículas (Figura 44).  
 
 
Figura 44.  Influencia de las nanopartículas sobre diferentes parámetros hematológicos: eritrocitos, 
leucocitos, hemoglobina, hematocrito y plaquetas Los valores representan la media ± D.E. (n=6) Prueba de 
Mann-Whitney, (*) existen diferencias significativas con p < 0.05 entre las muestras tratadas con 
nanopartículas y el control.  Control [ ], NP-DMSA [■], NP-PEG-(NH2)2 [■]. 
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Los resultados obtenidos mostraron que no existen diferencias significativas en los 
parámetros hematológicos analizados entre las muestras tratadas con ambos tipos de 
partículas a diferentes concentraciones con respecto al control.  Estos datos mostraron la 
ausencia de toxicidad de las nanopartículas en relación a diferentes componentes 
celulares de la sangre, así como ausencia de riesgo hemolítico ya que los valores de 
hemoglobina y hematocrito permanecieron dentro del rango de valores normales. 
 
5.4.2. Análisis in vivo 
 
Con el objetivo de corroborar in vivo los resultados obtenidos en la sección anterior sobre 
la influencia de las nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG en diferentes 
parámetros hematológicos, se analizó en un modelo animal de ratas Wistar, el efecto del 
tratamiento con nanopartículas.  Para ello se colectó una muestra de sangre periférica (1 
mL) mediante punción intracardiaca a las 24 horas, 7, 15 y 30 días después de la 
administración de nanopartículas a una dosis de 2,5 mg / kg de peso corporal (Figura 45). 
A las muestras de sangre se les añadió inmediatamente un volumen de EDTA (1,8 mg/mL) 
correspondiente al 10 % y fueron analizadas en un hematímetro automático Sysmex pocH-
100i™.  
 
 
Figura 45.  Influencia de las nanopartículas sobre diferentes parámetros hematológicos evaluados en ratas 
Wistar a las que se les administró una dosis de 2,5 mg Fe/ kg de peso corporal: eritrocitos, leucocitos, 
hemoglobina, hematocrito y plaquetas.  Los valores representan la media ± D.E. (n=4) Prueba de Dunnett, (*) 
existen diferencias significativas con p < 0.05 entre las muestras tratadas con nanopartículas y el control.  
Control [ ], NP-DMSA [●], NP-PEG-(NH2)2 [■]. 
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Los resultados mostraron que existe una ligera disminución con carácter 
significativo del conteo de eritrocitos 24 horas después de administradas las 
nanopartículas, así como un incremento en el conteo de células blancas para el caso de las 
ratas tratadas con NP-DMSA (Figura 45 y Tabla 8).  Esta reacción probablemente esté 
asociada al reconocimiento de las nanopartículas por el sistema inmune después de la 
administración de las nanopartículas.  Esta reacción no se observa para las nanopartículas 
modificadas con PEG debido a las propiedades del polímero de aumento de la 
biocompatibilidad del material y reducción de la inmunogenicidad. 
Los resultados completos del análisis de los parámetros hematológicos se resumen en la 
Tabla 8.  
 
Tabla 8. Resumen de los parámetros hematológicos evaluados en ratas Wistar después de administrar las 
nanopartículas a una dosis de 2,5 mg/kg.   
  
24 hours 7 days 15 days 30 days 
   Control  NP-DMSA  NP-PEG  NP-DMSA  NP-PEG  NP-DMSA  NP-PEG  NP-DMSA  NP-PEG  
Leucocitos  4,33E+03  7,55E+03*  5,28E+03  5,30E+03  4,70E+03  7,05E+03  6,20E+03  5,58E+03  5,75E+03  
Eritrocitos 7,37E+06  6,90E+06*  6,73E+06*  7,41E+06  6,97E+06  7,34E+06  7,18E+06  7,30E+06  7,05E+06  
Hemoglobina, g/dL  14,475  13,95  13,55  14,85  14,45  14,65  14,35  14,45  14,125  
Hematocrito, %  38,925  37,95  36,6  39,65  38,9  40,3  39,3  38,725  38,5  
Volumen Corpuscular 
Medio, fL  52,8  55  54,4  53,55  55,8  54,95  54,7  53,125  54,675  
Hemoglobina 
Corpuscular Media pg  19,65  20,2  20,125  20,05  20,75  19,975  20  19,85  20,075  
Concentration Media 
de Hemoglobina 
Corpuscular, g/dL)  37,175  36,75  37,025  37,45  37,15  36,35  36,525  37,3  36,7  
Plaquetas  587000  611250  543750  702000  640500  650250  599750  678000  560000  
Linfocitos %  70,45  74,075  63  70,85  76,2  60,95  76,1  74,325  74,275  
Neutrófilos y 
Monocitos %  0  0  0  0  0  0  0  0  0  
Eosinófilos %  29,55  25,925  37,125  29,15  23,8  39,05  23,9  25,675  25,725  
Linfocitos, x /mL  2575  5675  3275  3750  3600  4275  4625  4150  4300  
Neutrófilos y 
Monocitos, x /mL  0  0  0  0  0  0  0  0  0  
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Eosinófilos, x /mL  1000  1875  2000  1550  1100  2775  1575  1425  1450  
Distribución de 
células rojas 24,75  24,95  24,8  24,7  26,8  25,725  25,175  24,825  25,275  
Distribution del 
volume de eritrocitos 
%  10,675  9,35  9,2  9,9  10,7  10,3  9,75  9,825  9,8  
Distribución de 
plaquetas 8,225  8,85  8,2  8  8,05  7,85  8,1  7,9  8,6  
Volumen medio de 
plaquetas, fL  7  7,375  6,925  6,75  7,1  6,7  7,1  6,95  7,175  
Relación de plaquetas 
de tamaño grande  4,95  7,55*  5,525  4,45  6,2  4,75  5,825  5,25  7,25  
 
5.4.2.1. Estudio de genotoxicidad 
 
Con el fin de analizar posibles daños asociados a genotoxicidad provocados por la 
administración de las nanopartículas en los animales estudiados, se llevó a cabo un ensayo 
de Cometa.  Este ensayo permite clasificar el nivel de daño en el ADN de las células 
presentes en las muestras de sangre periférica extraída (Collins, 2004).   
Las muestras de sangre son mezcladas con agarosa de bajo punto de fusión (0,5 %) y 
depositadas sobre un portaobjetos previamente recubierto de agarosa al 1,5 %.  Estos 
portaobjetos son sumergidos en una solución de lisis para exponer el nucleoide que 
contiene el ADN superenrrollado.  Posteriormente son sometidos a una electroforesis a 
pH= 13,5.  Las células que presenten daños en el material genético al migrar forman una 
especie de cometa debido a las roturas de la cadena de ADN.  Posteriormente estas son 
fijadas en metanol y teñidas con bromuro de etidio.  La microscopía de fluorescencia 
permitió clasificar el tipo de daño en función de la relación entre el tamaño de la cabeza y 
el tamaño de la cola (Figura 46 A).   
Se analizaron 150 células de cada animal y se clasificaron según el tipo de daño.  Con 
los resultados de la prueba de Cometa se calculó el índice de daño (ID) y el porcentaje de 
daño total, daño moderado y daño elevado, cuyas fórmulas se muestran a continuación 
(Jałoszyński et al., 1997): 
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El análisis estadístico (Análisis de Varianza (ANOVA) seguido de un test de Dunnett 
para la comparación múltiple de muestras vs. control (n =150; *p < 0.05)) de los resultados 
mostró que no existen diferencias significativas entre los animales tratados y el control 
(Figura 46B). Con este resultado se ha podido demostrar que las nanopartículas no tienen 
efectos genotóxicos asociados a su tratamiento a la dosis estudiada. 
 
 
Figura 46.  Ensayo de Cometa para muestras de sangre procedentes de ratas Wistar a las que se les administró 
una dosis de 2,5 mg Fe/ kg de peso corporal.  A) Clasificación de los niveles de daños según (Jałoszyński et al., 
1997).  B) Porciento de daño total observado en los diferentes tratamientos.  Prueba de Dunnett, (*) existen 
diferencias significativas con p < 0.05 entre las muestras tratadas con nanopartículas y el control.  Control [ ], 
NP-DMSA [■], NP-PEG-(NH2)2 [■]. 
  
 104 
 
 
 
  
Capítulo 6. Biodistribución y 
eliminación 
6.1 Detección y cuantificación 
6.2 Tiempo de residencia en 
sangre 
6.3 Biodistribución 
6.4 Metabolismo del hierro 
 105 
 
Capítulo 6. Biodistribución y 
eliminación 
 
Uno de los principales retos que lleva este desarrollo de la nanotecnología en el área 
de biomedicina es el estudio de la biodistribución de los sistemas nanoparticulados en el 
organismo, después de su administración sistémica a través de cualquier ruta.  Esto está 
ligado a una segunda preocupación, que implica el desarrollo de técnicas para la detección 
y cuantificación de esa biodistribución (Sanhai et al., 2008).  
La comprensión de los mecanismos que gobiernan la interacción nanopartícula-
sistema biológico, es la única forma posible de desarrollar la nanotecnología de forma 
segura (Casals et al., 2012) y prever la acumulación de las nanopartículas en un órgano o 
tejido determinado, asegurando asi la efectividad de un tratamiento y evitando efectos 
secundarios.  Muestra de la importancia en este tema son los esfuerzos emprendidos por 
los gobiernos de Estados Unidos, Europa y Japón que han destinado grandes recursos al 
desarrollo de programas de evaluación de riesgos y bioseguridad de estos productos 
(Thomas et al., 2006).   
En este capítulo se han utilizado diferentes métodos para la detección y 
cuantificación de nanopartículas magnéticas en dos modelos animales, ratas y conejos, en 
función del recubrimiento.  Se mostrarán las ventajas y limitaciones de dichos métodos 
también en función de la dosis utilizada (0.5 y 2.5 mg/Kg). 
 
6.1. Detección y cuantificación 
 
La detección y cuantificación de nanopartículas magnéticas en una matriz biológica, 
es una tarea compleja ya que se hace necesaria la combinación de varias técnicas para 
obtener datos cuantitativos de la presencia de las nanopartículas y de sus propiedades 
estructurales, así como de los procesos de transformación que tienen lugar a largo plazo 
(Levy et al., 2011; Mejías et al., 2013).  Una gran ventaja de las nanopartículas magnéticas 
utilizadas en diferentes aplicaciones biomédicas (principalmente basadas en óxido de 
hierro) es su carácter superparamagnético, que permite el uso de diferentes metodologías 
para la detección de las nanopartículas in vivo y ex vivo mediante la combinación de 
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métodos magnéticos y no magnéticos, aunque el número de tales estudios todavía es 
limitado (Arora et al., 2012; Gu et al., 2012; Levy et al., 2011; Ruiz et al., 2013a; Tseng et al., 
2012; Valois et al., 2010). 
Los métodos no magnéticos se basan en la detección del contenido de hierro 
presente en las muestras biológicas.  El uso de la espectrometría de emisión óptica con 
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) permite la identificación del elemento en la 
muestra, lo mismo que la tinción con Azul de Prusia permite localizar agregados de 
nanopartículas de óxido de hierro en cortes de tejidos.  Sin embargo, ambos métodos 
carecen de especificidad para distinguir entre el hierro endógeno y las nanopartículas, 
más aún aquellas que han sido inyectadas a bajas dosis (Arora et al., 2012; Valois et al., 
2010).  La eficacia cuantitativa de estos métodos es baja, ya que por lo general, el hierro 
detectado correspondiente a las nanopartículas representa menos de un 10% de la 
cantidad de este elemento presente de forma natural en órganos como el hígado 
(Andrews, 1999). 
Los métodos magnéticos se basan en la variación de las propiedades magnéticas en 
el entorno biológico causadas por la presencia de las nanopartículas (Gu et al., 2012; 
Gutiérrez et al., 2011; Levy et al., 2011; Tseng et al., 2012).  El comportamiento magnético 
de un órgano es la suma de los comportamientos magnéticos debidos a la presencia de las 
nanopartículas (superparamagnético), el hierro endógeno asociado a ferritina, 
hemosiderina o hemoglobina (paramagnético) y las distintas biomoléculas que forman el 
tejido (diamagnético).  Dependiendo de la cantidad de cada uno de estas partes en la 
muestra, el comportamiento magnético puede estar dominado por uno u otro de los 
componentes (Figura 47).  Otra ventaja de emplear métodos basados en el estudio de las 
propiedades magnéticas de los tejidos implica por lo general el análisis de una fracción del 
órgano (50-100 mg) mucho mayor que a la que se tiene acceso al emplear técnicas de 
microscopía óptica o electrónica, con lo cual la información obtenida es más 
representativa del órgano analizado (Lopez et al., 2007). 
La obtención de curvas de magnetización a temperatura ambiente ha demostrado 
ser un método muy eficiente en la detección de nanopartículas magnéticas en estudios de 
biodistribución a partir de la cuantificación de su momento magnético, sobre todo cuando 
se utilizan dosis altas, ~5-10 mg/kg (Levy et al., 2011). 
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Figura 47.  Comportamiento magnético de los distintos componentes de un órgano, incluyendo la presencia de 
nanopartículas magnéticas (superparamagnético), hierro endógeno (paramagnético) y tejido (diamagnético).  
 
La susceptibilidad AC es el método más sensible para la cuantificación de las 
nanopartículas presentes en muestras de tejidos.  Este tipo de medidas permite 
diferenciar y cuantificar los distintos tipos de material magnético presente en una 
muestra, de forma que podemos distinguir la respuesta producida por las nanopartículas 
acumuladas en los órganos extraídos y la que se debe a otros componentes magnéticos 
que pueda contener el tejido (ferritina).  Sin embargo, este método requiere un secado 
cuidadoso de las muestras y mediciones en vacío a bajas temperaturas (Gutiérrez et al., 
2011).  Otras técnicas utilizadas frecuentemente en los estudios de detección de 
nanopartículas magnéticas en muestras de células o tejidos son la Resonancia de Spin del 
Electrón (Chaves et al., 2002), la Resonancia Ferromagnética (Gamarra et al., 2010) o el 
ultrasonido (Oh et al., 2006).   
Por otra parte, la imagen por resonancia magnética nuclear, que es un método no 
invasivo, es una técnica complementaria ideal para seguir la biodistribución de las 
nanopartículas, así como el proceso de degradación de las mismas (Mejías et al., 2010; 
Ruiz et al., 2013a).  Esta técnica puede medir propiedades magnéticas in vivo, pero el 
análisis cuantitativo es más difícil, ya que la señal de resonancia magnética de las 
nanopartículas está afectada por el entorno biológico y si la acumulación de partículas es 
grande puede saturarse la señal (Westbrook, 2002). 
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6.2. Tiempo de residencia en sangre 
 
Existen determinados factores que condicionan el comportamiento de 
nanopartículas magnéticas in vivo: el tamaño de partícula, tipo de recubrimiento 
superficial y las propiedades magnéticas (Berry, 2009; Chouly et al., 1996; Neuberger et 
al., 2005).  Por otra parte la conjugación a PEG incrementa el tiempo de residencia en 
sangre de las nanopartículas (Allard-Vannier et al., 2012; Laurent et al., 2008).  Debido a 
las propiedades químico-físicas producto de la conjugación del PEG a las nanopartículas, 
se obtiene como resultado superficies más repelentes a los procesos de adsorción de 
proteínas e “invisibles” para el sistema inmunológico (Wattendorf and Merkle, 2008). 
Para confirmar estos resultados ya descritos en la literatura para proteínas y 
partículas, se estudió el tiempo de residencia en sangre de nanopartículas magnéticas de 
magnetita recubiertas de DMSA y conjugadas a PEG-(NH2)2 de 2000 Da, con el mismo 
tamaño de partícula y valores muy aproximados de tamaño hidrodinámico, empleando 
dos modelos animales diferentes: ratas Wistar (n=4 por grupo) y como prueba de 
concepto, conejos Nueva Zelanda (n=1 por grupo).  A los animales se les administró una 
dosis de 0,5 mg Fe/kg de peso del animal.  Para el modelo animal tipo conejo, se realizaron 
extracciones de sangre (0,3 mL) de la vena marginal de la oreja mientras que para el 
modelo animal tipo rata se realizaron extracciones de sangre (0,2 mL) de la vena de la 
cola.  Se extrajo un volumen de sangre antes de administrar las nanopartículas, que fue 
utilizado como control de la cantidad basal de hierro y a los 5, 10, 20, 30, 60, 90 and 180 
min después de la inyección de las nanopartículas. 
El seguimiento de las nanopartículas en sangre se realizó a través de la 
cuantificación directa del contenido de hierro por análisis elemental (ICP-OES) después de 
una digestión ácida de cada muestra.  También se siguió indirectamente a partir de la 
medición de los tiempos de relajación T2 en muestras de sangre que fueron diluidas con 
PBS hasta una concentración <1 mM de hierro.  Los resultados se observan en la Figura 48. 
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Figura 48.  Permanencia de las nanopartículas en sangre después de una administración intravenosa de 0,5 
mg/kg de peso del animal. A-B) Ratas Wistar (n=4), C-D) Conejos Nueva Zelanda (n=1).  Los valores 
representan la media ± D.E.  La línea de puntos representa el contenido basal de hierro ([●] NP-DMSA, [■] NP-
PEG-(NH2)2). 
 
Los datos cuantificados por análisis elemental (ICP-OES) de la concentración de 
hierro en sangre después de la inyección se compararon con la concentración de hierro 
endógeno (Control).  En conejos, la vida media plasmática de las nanopartículas (tiempo 
en el que la concentración de partículas en sangre decae a la mitad) se amplió de 30 
minutos para NP-DMSA a 90 minutos para NP-PEG-(NH2)2 (Figura 48C).  La tendencia fue 
similar en las ratas, en las que la vida media se amplió a 60 minutos para NP-PEG-(NH2)2 
(Figura 48A).  Se observó también la disminución de la señal T2 (R2=1/T2) en las muestras 
de sangre extraídas a diferentes intervalos de tiempo.  Los valores de relaxividad R2 
disminuyeron prácticamente hasta los valores basales en aproximadamente 10 minutos 
para las NP-DMSA en conejos y ratas, y en 20 minutos para la NP-PEG-(NH2)2 en conejos y 
en > 1 h para las ratas.  Al estar empleando técnicas con principios físicos y sensibilidad 
completamente diferentes, obtenemos valores de tiempo de residencia en sangre 
diferentes.  Sin embargo, mediante ambas técnicas se ha podido comprobar que la 
modificación con PEG aumenta el tiempo de vida media de las nanopartículas con respecto 
a las no conjugadas.   
El tiempo de vida media en sangre de los agentes de contraste comerciales en ratas 
Sprague–Dawley es de ~ 6 min a una dosis clínica de RMN (10-20 µmoles Fe/kg = 1 
mg/kg), y se acumulan en hígado y bazo pocos minutos después de su administración 
intravenosa (Ma et al., 2008).  En este estudio el análisis del contenido de hierro se realizó 
mediante la reacción colorimétrica del hierro con o-fenantrolina.  En el caso de 
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nanopartículas modificadas con alginato con radios hidrodinámicos de 200 nm 
aproximadamente tienen una vida media de 15 min a una dosis de 100 µmoles Fe/kg 
(5mg/kg) (Wang et al., 2001).  Por otra parte se han hecho estudios con nanopartículas 
recubiertas con DMSA utilizando como modelo animal ratones C57BL/6 y se ha podido 
determinar mediante la medición de la relaxividad en muestras de sangre que el tiempo de 
vida media es de ~3 min para nanopartículas de 10 nm y de 15 min para partículas de 4 
nm (Mejías et al., 2010).  
Se han podido detectar las nanopartículas mediante medidas de relaxividad a una 
dosis mucho menor que las empleadas en los estudios mencionados (10 µmoles Fe/kg = 
0.5 mg/kg), lo cual demuestra la calidad de las partículas que presentan propiedades 
magnéticas cercanas a las del material masivo gracias al método de síntesis utilizado 
(Salafranca et al., 2012). 
 
6.3. Biodistribución 
 
En este trabajo se estudió la biodistribución de las nanopartículas empleando dos 
dosis diferentes (0,5 y 2,5 mg/kg de peso del animal) y hasta 60 días después de la 
administración intravenosa de las nanopartículas.  No se observaron signos externos de 
toxicidad durante estos experimentos (pérdida de peso, convulsiones, piloerección o caída 
del pelo, respiración irregular, síntomas gastrointestinales, parálisis o muerte). En el 
examen visual post-mortem no se observaron alteraciones morfológicas en los órganos de 
tamaño, coloración o forma.  A partir de los resultados obtenidos se consideró que la 
aplicación de las nanopartículas a estas dosis no resultó tóxica para los animales durante 
el periodo de observación. 
Se analizaron mediante diferentes métodos (magnéticos y no magnéticos) aquellos 
órganos más susceptibles de contener nanopartículas, como son el hígado, el bazo y los 
riñones, ya que estos órganos son los que median en el metabolismo y eliminación de 
nanopartículas de hierro del sistema (Andrews, 1999).  También se decidió estudiar el 
contenido de nanopartículas en pulmones, ya que se ha observado que las nanopartículas 
recubiertas con DMSA tienen una acumulación preferencial en dichos órganos (Chaves et 
al., 2002; Gutiérrez et al., 2011; Mejias et al., 2011).   
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6.3.1. Análisis morfológico 
 
Con el objetivo de estudiar la biodistribución de las nanopartículas recubiertas con 
DMSA y conjugadas a PEG-(NH2)2 así como su tiempo de permanencia en diferentes 
órganos, se realizó un estudio histológico en colaboración con el Centro de Ingeniería 
Genética y Biotecnología (Cuba) y la Universidad de Brasilia (Brasil).  Los animales (Ratas 
Wistar, 300 ± 20 g) fueron distribuidos en 3 grupos de tratamientos: NP-DMSA (n=4), NP-
PEG-(NH2)2 (n=4) y Control (n=4).  Se administró una dosis de nanopartículas de 2,5 
mg/kg de peso del animal mientras que al grupo control se le administró igual volumen de 
PBS (0,5 mL).  Para el diagnóstico histológico se tomaron fragmentos de pulmón, bazo, 
riñones e hígado de los animales, en los diferentes tiempos analizados en el estudio. Las 
muestras fueron fijadas en formol tamponado al 10% o medio Davidson, y se procesaron 
por el método de inclusión en parafina.  Posteriormente fueron teñidas con 
Hematoxilina/Eosina (H.E) para la determinación de alteraciones histológicas en los 
tejidos, y la coloración de Perls, específica para la identificación de hierro en los tejidos.  La 
observación y diagnóstico se realizó empleando un microscopio Olympus BX61 o un 
microscopio Carl Zeiss, Axiostar plus. 
Los resultados de este estudio se resumen en la Tabla 9.  En la evaluación 
macroscópica realizada a los animales durante el ensayo, no se observaron alteraciones 
morfológicas en los órganos previamente seleccionados para el estudio, ni en el resto de 
los sistemas de órganos de la anatomía del animal.  Los cortes de tejido analizados con 
Hematoxilina/Eosina tampoco mostraron alteraciones en la estructura de los tejidos.  La 
identificación de las nanopartículas se realizó a partir de la reacción positiva del hierro en 
la coloración de Perls en los órganos muestreados.  Esta tinción permitió la identificación 
de los microagregados de nanopartículas en el hígado en todos los tiempos analizados, y 
en menor medida en los pulmones.  En el análisis de la distribución de las nanopartículas 
en los cortes de tejido hepático, estas se pueden observar en forma de agregados en el 
interior de los hepatocitos, especialmente aquellos que rodean las venas centro-lobulares 
hepáticas (Figura 49 E, F).  También se observaron agregados de nanopartículas en otras 
zonas del parénquima hepático como puede ser el tejido conectivo interlobular o en los 
sinusoides hepáticos (Figura 49 B, C).  Estos resultados coinciden con lo observado en 
otros modelos animales (primates no-humanos (Cebus spp.)) tras la administración de 
nanopartículas magnéticas de óxido de hierro recubiertas con DMSA (Monge-Fuentes et 
al., 2011).  También se identificaron las nanopartículas en el parénquima pulmonar, así 
como en las paredes de los alveolos.  La presencia de las nanopartículas en este tejido ya 
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ha sido descrita en diferentes trabajos (Chaves et al., 2002; Gutiérrez et al., 2011; Mejias et 
al., 2011).  
 
Tabla 9. Resumen del estudio histológico en ratas Wistar después de administrar las nanopartículas a una 
dosis de 2,5 mg/kg. 
 
Grupo Animales 
Hígado Pulmones Bazo Riñones 
H.E. Perls H.E. Perls H.E. Perls H.E. Perls 
Control C1 NA Fe- NA Fe- NA Fe- NA Fe- 
C2 NA Fe- NA Fe- NA Fe+ NA Fe- 
 C3 NA Fe- NA Fe- NA Fe+ NA Fe- 
 C4 NA Fe- NA Fe- NA Fe+ NA Fe- 
NP-DMSA 3 h NA Fe+ NA Fe- NA Fe+ NA Fe- 
24 h NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe- 
7 d NA Fe+ NA Fe- NA Fe+ NA Fe- 
15 d NA Fe+ NA Fe- NA Fe+ NA Fe+ 
30d NA Fe+ NA Fe- NA Fe+ NA Fe+ 
60 d NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ 
NP-PEG-
(NH2)2 
3 h NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe- 
24h NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe- 
7 d NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe- 
15 d NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ 
30d NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ 
60 d NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ NA Fe+ 
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Figura 49.  Detección mediante tinción de Perls de las nanopartículas magnéticas acumuladas en diferentes 
órganos.  A) Hígado Control 30 días, B) Hígado NP-DMSA 30 días, C) Hígado NP-DMSA 24 h, D) Hígado Control 
24 h, E) Hígado NP-PEG-(NH2)2 30 días, F) Hígado NP-PEG-(NH2)2 24 h, G) Pulmón Control 24 h, H) Pulmón 
NP-DMSA 24 h, I) Pulmón NP-PEG-(NH2)2 30 días, J) Bazo Control 7 días, K) Bazo NP-DMSA 15 días, L) Bazo 
NP-PEG-(NH2)2 15 días, M) Riñón Control 24h, N) Riñón NP-DMSA 24h, Ñ) Riñón NP-PEG-(NH2)2 24h.  Los 
posibles agregados de nanopartículas se muestran encerrados en un círculo en cada caso. 
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En la tinción de Perls, el hierro no ligado a la hemoglobina (Fe3+) reacciona con el 
ferrocianato potásico en solución clorhídrica.  En el caso particular del bazo se observó un 
resultado positivo en la coloración de todas las muestras (tratados y control).  Este 
resultado no puede considerarse de significación diagnóstica para el estudio, ya que dada 
la función eritrolítica (destrucción de eritrocitos seniles) del mismo, y el consiguiente 
movimiento del hierro contenido en el grupo hemo de los globulos rojos, siempre se 
obtiene la identificación de este elemento con la tinción de Perls, incluso en el control 
(Figura 49). 
La tinción de Perls como herramienta histológica para la caracterización 
morfológica de los tejidos, e identificación del contenido de hierro como forma de 
seguimiento de las nanopartículas resulta muy útil y orientadora.  Sin embargo esta 
reacción es inespecífica en la identificación de las diferentes formas en que puede 
encontrarse el hierro en los órganos: unido a ferritina, hemosiderina o en nuestro caso, 
formando también agregados de nanopartículas (Greaves, 2012).  De ahí que se haga 
necesario emplear métodos más precisos en la identificación y cuantificación de las 
nanopartículas de óxido de hierro presentes en aquellos tejidos donde la tinción de Perls 
resultó positiva.  
 
6.3.2. Análisis elemental 
 
Otro método empleado para la detección y cuantificación de las nanopartículas fue 
la cuantificación de hierro mediante análisis elemental (ICP-OES).  En el caso de los 
animales a los que se les administró una dosis (i. v.) de nanopartículas de 0,5 mg/kg de 
peso del animal, fueron sacrificados a las 3 horas y se colectaron el hígado, los pulmones y 
el bazo.  Los órganos fueron liofilizados y digeridos posteriormente en HNO3 para la 
detección del hierro por ICP-OES.  Los resultados se observan en la Figura 50. 
El ICP-OES mide la cantidad total de hierro elemental en una muestra.  A pesar de su 
gran sensibilidad, este método espectroscópico resulta inespecífico, ya que es incapaz de 
distinguir el hierro de las nanopartículas administradas del contenido de hierro endógeno 
del organismo.  Del hierro total detectado, un 75% se corresponde al contenido en el 
hígado, mientras que en el bazo se acumula un 3%.  El análisis estadístico de los resultados 
mostró, que a pesar de ser una técnica de alta sensibilidad no se observan diferencias 
significativas cuando se analizan órganos ricos en hierro como es el caso del hígado y el 
bazo. 
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Figura 50.  Detección de hierro en diferentes órganos mediante análisis elemental. A-C) Hierro detectado en 
diferentes fracciones de los órganos extraídos a las 3 h después de la inyección de nanopartículas.  D-F). Hierro 
total detectado en los órganos. Control ( ), NP-DMSA (■), NP-PEG-(NH2)2 (■).  Los datos se muestran como 
media ±D.E. (n=4).  Prueba de comparación múltiple de medias Tukey-Kramer, * p <0,05;** p <0,001; NS: no 
existen diferencias significativas entre las muestras. 
 
Por otra parte en los pulmones se detectó un aumento significativo de la cantidad de 
hierro, correspondiente a un 22% del hierro total detectado.  De forma general, después 
de 3 horas de administradas las nanopartículas se puede detectar aproximadamente de un 
15 a 30% de la dosis administrada, donde el menor valor corresponde a las NP-PEG-
(NH2)2.  Este comportamiento se halla en concordancia con el incremento del tiempo de 
vida media en sangre para estas nanopartículas observado anteriormente (Figura 48).  El 
uso de esta técnica de cuantificación puede resultar muy útil para la caracterización de 
órganos con un bajo contenido de hierro endógeno como pueden ser los pulmones, 
cerebro o tejido adiposo, sin embargo falla en la detección de nanopartículas en órganos 
tan importantes como el hígado o el bazo (Levy et al., 2011). 
 
6.3.3. Medidas magnéticas DC 
 
Las propiedades magnéticas de las nanopartículas han sido muy utilizadas en los 
estudios de detección y cuantificación de las mismas en diferentes muestras biológicas, ya 
sea mediante medidas relaxométricas (Weaver et al., 2013), resonancia de spin del 
electrón (Chaves et al., 2002), resonancia ferromagnética (Gamarra et al., 2010) o el 
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ultrasonido (Oh et al., 2006).  En este trabajo se realizaron medidas de magnetización en 
un magnetómetro de muestra vibrante (VSM, MLVSM9 MagLab 9 T, Oxford Instruments), 
de aquellos órganos más susceptibles de contener nanopartículas, como son el hígado, el 
bazo y los riñones, los cuales median en el metabolismo y eliminación de las 
nanopartículas de hierro del organismo.  También se analizaron los pulmones tras haber 
detectado agregados de nanopartículas en este tejido mediante el estudio histológico, así 
como un incremento en el contenido de hierro medido por análisis elemental. 
Se registraron las curvas de magnetización a temperatura ambiente después de 
aplicar un campo máximo de 1 T, lo cual permitió conocer el valor de la magnetización de 
saturación (Ms).  Los datos obtenidos de las medidas de magnetización presentan la 
contribución de las señales correspondientes al diamagnetismo del tejido, a la presencia 
de iones con contribución paramagnética o a las nanopartículas magnéticas, por lo tanto se 
necesita hacer una corrección matemática de los datos para restar la señal paramagnética 
o diamagnética, y calcular la cantidad de nanopartículas presentes en el órgano.  La 
estimación del material superparamagnético presente en cada órgano se realiza por 
comparación de las curvas de magnetización de cada uno de ellos con las obtenidas con 
muestras de nanopartículas solas (Figura 51). 
El estudio se llevó a cabo empleando dos dosis diferentes (2,5 y 0,5 mg/kg de peso 
del animal) con el objetivo de describir el proceso de biodistribución y establecer los 
límites en la capacidad de detección de las nanopartículas empleando este método de 
cuantificación (Figura 51).  Al comparar los resultados obtenidos en las etapas iniciales de 
administración de ambas dosis (3 a 24 h) sólo se observaron diferencias significativas en 
la acumulación en hígados y pulmones en el caso de las nanopartículas recubiertas con 
PEG vs. NP-DMSA (Figura 51 F, G).  Mediante este método de cuantificación se pudo 
detectar en los órganos mencionados ~10% de las nanopartículas inyectadas a las 3 horas.  
Sin embargo a partir de 24 horas el % total de las nanopartículas detectadas en relación a 
lo inyectado se reduce al 2% para las de DMSA, mientras que las de PEG se mantiene en 
valores ~10% (Figura 52).  Esto podría deberse a una degradación más rápida de las 
nanopartículas recubiertas con DMSA respecto a las modificadas con PEG, donde el 
polímero podría estar retardando este proceso (Cole et al., 2011).  También se pudo 
observar en el ensayo que la fracción mayoritaria de nanopartículas se acumula en el 
hígado, seguido por los pulmones, riñones y bazo; y que la distribución de estas fracciones 
varía en el tiempo. 
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Figura 51.  Detección y cuantificación de las nanopartículas magnéticas en diferentes órganos mediante 
medidas de magnetización.  A) Curva de magnetización de una muestra patrón de las nanopartículas de 12 nm 
necesaria para el cálculo de la cantidad de nanopartículas presentes en cada órgano analizado (Patrón (■).  B-
E) Curvas de magnetización de muestras liofilizadas de hígado y pulmones procedentes de ratas a las que se 
les administraron diferentes dosis de nanopartículas. F-G) Cuantificación de las nanopartículas presentes en 
los órganos analizados (n=4)  NP-DMSA 0,45 mg/kg (■), NP-DMSA 2,5 mg/kg (■), NP-PEG-(NH2)2 0,45 mg/kg 
(■), NP-PEG-(NH2)2 2,5 mg/kg (■).  Prueba de comparación múltiple de medias Tukey-Kramer, * p <0,05; NS: 
no existen diferencias significativas entre las muestras 
 
Estudios previos en nuestro grupo donde se han empleado ratones C57BL/6 a los 
que se les ha administrado NP-DMSA vía i.v. en un ensayo a dosis repetidas (9 inyecciones) 
hasta 2,4 mg de Fe se han podido detectar un 35% de las partículas en el hígado, 1,5% en 
el bazo y un 0,5% en los riñones (Mejías et al., 2010).  Otros estudios donde se ha seguido 
la biodistribución de las nanopartículas a diferentes dosis (0,06 mg ó 2,63 mg de Fe) en 
ratones C57BL/6 mediante medidas de resonancia ferromagnética se ha podido detectar a 
las 24 horas un 49% de las partículas inyectadas en el hígado y un 5,2% en bazo.  A partir 
de los 7 días se observa una caída en la cantidad de nanopartículas detectadas (21%), a los 
30 días (2,3%) y a los 3 meses sólo un 0,25% (Levy et al., 2011).  
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Intentar comparar estos resultados se hace difícil, si se tiene en cuenta que se han 
empleado modelos animales diferentes y dosis de trabajo muy diferentes también.  
Probablemente en este trabajo se detecta ~10% de las nanopartículas inyectadas en las 
etapas iniciales del estudio y hasta un 2% en etapas más avanzadas, debido a un ritmo 
metabólico más intenso en ratas que en ratones.  Intentar una extrapolación directa de los 
resultados de un modelo animal a otro puede conducir a conclusiones erróneas 
(Martignoni et al., 2006).  Además, se debe tener en cuenta la diferencia entre las dosis 
utilizadas en los estudios.  En este trabajo se han inyectado dosis considerablemente 
menores que en otros trabajos, 0.15 mg y 0.75 mg de Fe, que parecen ser degradadas 
rápidamente por el sistema. Podría ser que el sistema no fuera capaz de degradar dosis 
mayores, dando lugar a la acumulación de partículas que se detectan en los trabajos 
mencionados anteriormente. 
Otro resultado importante que se observó en este ensayo fue una “aparente” 
disminución del contenido de nanopartículas en hígado y un “aparente” aumento en los 
pulmones, riñones y bazo si se comparan las etapas iniciales (3-24h) con el resto de los 
intervalos de tiempo estudiados (Figura 52).  Este resultado podría ser debido a las 
diferencias metabólicas entre dichos órganos.  Es probable que la degradación de las 
nanopartículas en el hígado sea mucho más rápida y activa en este órgano, donde tiene 
lugar de forma natural el proceso de metabolismo del hierro y su almacenamiento en 
forma de ferritina, comparado con un órgano como los pulmones que no presenta esta 
función en el organismo (Andrews, 1999).  Por tanto mientras en hígado la fracción de 
nanopartículas detectadas disminuye, en pulmón se estaría observando un aparente 
aumento, pero, en realidad, se debe a un proceso de degradación más lento del material en 
este órgano. 
También se puede observar cómo a las 3 h de administradas las nanopartículas, 
estas no son detectadas en los riñones, y a tiempos más avanzados en el experimento estos 
órganos pasan a tener una mayor importancia en el perfil de biodistribución de las 
nanopartículas.  Estos resultados coinciden con lo observado en el estudio histológico 
donde sólo se detectaron resultados positivos para la tinción de Perls a partir de los 15 
días de tratamiento.  Estos agregados se hallaban ubicados en la zona de la corteza renal, 
en particular en el área correspondiente a los túbulos proximales así como en la médula 
renal.  Dichos resultados coinciden con lo observado en primates no humanos tras la 
administración de nanopartículas recubiertas con DMSA (Monge-Fuentes et al., 2011).  
Este resultado es muy importante puesto que muestra una diferencia crucial entre ratones 
y ratas.  En ratones no se han encontrado partículas en riñones (Levy et al., 2011; Mejías et 
al., 2010). 
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Figura 52.  Análisis de las fracciones de nanopartículas detectadas mediante medidas de magnetización en los 
órganos colectados en diferentes intervalos de tiempo.  NP-DMSA (■), NP-PEG-(NH2)2 (■). 
 
6.3.4. Susceptibilidad AC 
 
Con el objetivo de explicar las diferencias observadas entre las cantidades de 
nanopartículas totales detectadas a las 24h se decidió analizar muestras de hígados y 
pulmones correspondientes a animales tratados con cada tipo de nanopartícula mediante 
medidas de susceptibilidad magnética AC.  Este tipo de análisis permite distinguir la 
respuesta producida por las nanopartículas acumuladas en los tejidos de la respuesta 
generada por otros componentes magnéticos como la ferritina, ya que cada compuesto 
presenta su máximo de repuesta a una temperatura distinta (Lopez et al., 2007). 
Las medidas se realizaron en un susceptómetro SQUID (MPMS-XL, Quantum 
Design).  Se midió la susceptibilidad magnética AC con una frecuencia de 11 Hz y una 
amplitud de campo de 0.41 Oe en el rango térmico entre 5 y 300 K.  Estas medidas resultan 
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en la obtención de dos señales: la susceptibilidad en fase (χ’) y la susceptibilidad fuera de 
fase (χ’’).  En la susceptibilidad en fase, se pueden observar contribuciones a la señal 
correspondientes al diamagnetismo del tejido, a la presencia de iones con contribución 
paramagnética o a las partículas magnéticas.  En la susceptibilidad fuera de fase sólo se 
observa la contribución correspondiente a las partículas en forma de un máximo a una 
determinada temperatura, que está relacionada con procesos de relajación magnética.  El 
máximo en la susceptibilidad fuera de fase se corresponde con otro máximo que se 
observa en la susceptibilidad en fase a temperaturas ligeramente superiores (Figura 53). 
 
 
Figura 53.  Esquema cualitativo de las señales típicas obtenidas en tejidos biológicos después de un 
tratamiento con nanopartículas magnéticas en función de la temperatura.  Primera columna: Susceptibilidad 
en fase.  Segunda columna: Susceptibilidad fuera de fase.  Tercera columna: Medidas de magnetización 
realizadas a la temperatura que indican las flechas rojas.  (Adaptado de (Gutiérrez et al., 2013)). 
 
En tejidos en los que hay acumulación de hierro se suele observar un máximo en χ’’ 
en torno a 10-20 K correspondiente a la presencia ferritina (o al menos el núcleo 
biomineral de la proteína).  Las partículas magnéticas inyectadas suelen tener un máximo 
entre 50 y 150 K, lo que permite diferenciarlas de la ferritina.  En la Figura 54A-B se 
observa el máximo en la susceptibilidad en fase a aproximadamente 150 K y otro máximo 
en la susceptibilidad fuera de fase a aproximadamente a 75 K para las partículas 
modificadas con PEG.  No obstante, la posición del máximo de las partículas magnéticas 
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puede variar en función de la agregación de las partículas, que puede afectar a la presencia 
de interacciones dipolares, o posibles procesos de degradación que alteren el tamaño de 
las partículas (Lopez et al., 2007).  Las partículas modificadas con DMSA presentan un 
máximo a 10-20 K en ambas susceptibilidades. 
En las medidas de susceptibilidad realizadas en tejidos, el pico de la susceptibilidad 
en fase y fuera de fase indica la presencia a las 24h de partículas magnéticas en hígados y 
pulmones de animales a los que se les administraron NP recubiertas con PEG.  Sin 
embargo, no se observó la presencia de nanopartículas en estos órganos de los animales a 
los que se les administraron partículas recubiertas con DMSA.  En este caso sólo se 
observa un pico a más baja temperatura que se corresponde con la presencia de ferritina 
en el hígado.  En el caso de los pulmones se observa una contribución paramagnética en la 
susceptibilidad en fase (subida exponencial de la señal a baja temperatura) típica de iones 
hierro (Figura 54).   
El hecho de que la señal magnética se corresponda a ferritina en el hígado de las 
ratas tratadas con NP-DMSA (24h), mientras que en las ratas tratadas con NP-PEG-(NH2)2 
(24h) se puede distinguir claramente la señal correspondiente a las nanopartículas y a la 
ferritina, corrobora el hecho de que este polímero contribuye a retardar el proceso de 
degradación de las nanopartículas.  Al cabo de 30 días se observa cómo la señal de las NP-
PEG-(NH2)2 ha desaparecido y en hígado sólo se observa la señal correspondiente a la 
ferritina mientras que en los pulmones aparece una señal paramagnética característica del 
hierro en forma de iones. 
Las medidas de susceptibilidad AC, además de ser más sensibles que las curvas de 
imanación, permiten diferenciar entre especies de Fe presentes en los órganos y tejidos, 
por lo que es posible hacer un seguimiento de la degradación de las partículas desde su 
disolución hasta su transformación en ferritina o transporte en forma de iones Fe.  Esto es 
debido por una parte a que la señal de las distintas especies esta diferenciada en 
temperatura, por lo que la respuesta no es necesario corregirla como en el caso de las 
curvas de imanación, y por otra parte la señal procedente de magnetita es mucho mayor 
que la señal de la ferritina, aunque esta última esté en mayor concentración.  Finalmente, 
es importante apuntar que la susceptibilidad AC permite cuantificar las partículas por 
órgano o tejido utilizando los patrones adecuados.  Esto permitirá en un futuro saber la 
eficacia en la administración de partículas cuando sean adecuadamente funcionalizadas 
para dirigirlas a un determinado sitio o bien con la ayuda de un imán. 
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Figura 54.  Susceptibilidad magnética a diferentes temperaturas de muestras liofilizadas de hígados y 
pulmones extraídos tras la administración de nanopartículas magnéticas. A-B) Control de NP-PEG-(NH2)2 (■), 
C-D) Muestras de hígado, E-F) Muestras de pulmón.  NP-DMSA 24 h (■), NP-PEG-(NH2)2 24 h (■) y NP-PEG-
(NH2)2 30 días (■). 
 
6.3.5. Análisis in vivo por Resonancia Magnética Nuclear 
 
Las imágenes de resonancia magnética son esenciales para estudiar de modo no 
invasivo el proceso de biodistribución de las nanopartículas magnéticas.  El elevado 
contraste que ofrecen las nanopartículas y la alta resolución temporal y espacial de este 
método avalan la utilización de esta técnica en la clínica, la preclínica, la industria y las 
investigaciones biomédicas (Cabal et al., 2009).  Otra ventaja en la utilización de 
nanopartículas magnéticas de óxido de hierro como agente de contraste es su baja 
toxicidad.  La cantidad total de óxido de hierro que se utiliza en la clínica para el 
diagnóstico por MRI (50-200 mg Fe, 0,7-2,8 mg/kg (70 kg)) es pequeño en comparación 
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con la cantidad de hierro total presente en el organismo.  La toxicidad crónica se 
desarrolla sólo después de que el hierro en el hígado excede una concentración de 4 mg Fe 
/g de tejido (Rodriguez et al., 2008).  En nuestro caso, mediante medidas magnéticas se 
pudo cuantificar que a las 24 horas de administradas las NP-PEG-(NH2)2 se acumulaban en 
este órgano ~5,9E+12 partículas, lo cual se corresponde con 0,04 mg Fe/ g de tejido.  
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la evaluación in vitro de las 
propiedades relaxométricas de las nanopartículas, se decidió evaluar in vivo las NP-PEG-
(NH2)2 como agentes de contraste.  Las imágenes fueron obtenidas en un equipo 
Symphony 1,5 T clase maestro de Siemens.  Numerosas publicaciones refieren el uso de 
los equipos clínicos de Imágenes de Resonancia Magnética para el estudio de modelos 
animales y la evaluación de la acción de fármacos (Inderbitzin et al., 2007).  Las secuencias 
de pulso empleadas fueron T2 Turbo Spin Eco (TSE) con un Tiempo de Eco (TE) de 64 ms 
y Tiempo de Repetición (TR) de 4000 ms.  La secuencia T1 VIBE también escaneada con 
TE=4 ms y TR=11.3 ms.  Se empleó una bobina de radiofrecuencia Flex S lo cual posibilitó 
realizar evaluaciones y comparaciones, al menos semicuantitativas, entre diferentes 
animales y a lo largo del tiempo (Ruiz et al., 2013a). 
En la Figura 55B se muestra un esquema de cómo debe ser el comportamiento de la 
concentración de las nanopartículas a través del tiempo.  En el eje de las ordenadas se 
representa el inverso de la intensidad de la imagen de resonancia normalizada, que es 
proporcional a la concentración de las nanopartículas en un instante dado.  En las abscisas 
se representa el tiempo a partir del instante en que se le suministran las nanopartículas a 
la rata a través del torrente sanguíneo (vía intravenosa).  La curva presenta tres regiones 
que corresponden a la entrada de las nanopartículas en el hígado (proceso de absorción), 
el tiempo de residencia y el proceso de eliminación (excreción) en este órgano.  La 
velocidad de variación de la concentración de las nanopartículas en todas las etapas se 
puede determinar a partir de las pendientes de cada una de las regiones y se pueden 
establecer los tiempos de inicio de la residencia (tR0) y de inicio de la excreción (tE).  El 
tiempo de residencia será tR=tR0-tE. 
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Figura 55.  A) esquema de la circulación hepática.  B) Esquema de la dependencia temporal de la 
concentración de nanopartículas en el hígado.  Se evidencian tres regiones que se corresponden con los 
procesos de absorción, residencia y excreción de las nanopartículas.  Las pendientes de la curva en estas 
regiones son proporcionales a las velocidades con que ocurren los procesos.  Los puntos de inflexión marcan 
los momentos iniciales de las etapas II y III.  C-D)  Detección mediante tinción de Perls de las nanopartículas 
magnéticas acumuladas en los hepatocitos alrededor de las venas centro lobulares hepáticas. 
 
Se obtuvieron imágenes del hígado de las ratas (control) antes de suministrárseles 
las nanopartículas NP-PEG-(NH2)2 (dosis: 0,8 y 5 mg/kg de peso), lo cual sirvió de 
referencia para todas las mediciones de intensidad de las imágenes en este órgano.  
Además se tomó como valor de referencia la intensidad de la imagen en el tejido muscular.  
En la Figura 56 se muestran las imágenes axiales del hígado antes (Figura 56A) y después 
de administradas las nanopartículas (dosis: 5 mg/kg) a diferentes intervalos de tiempo 
(30 min, 288 h (12 días) y 528 h (22 días)).  Este ensayo permitió corroborar lo observado 
mediante el estudio histológico, donde se observó que no existen alteraciones 
morfológicas en los órganos debido a la presencia de las nanopartículas (Figura 55 C-D). 
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Figura 56.  Imágenes de resonancia T2 del hígado a diferentes intervalos de tiempo después de 
administradas las NP-PEG-(NH2)2 (5 mg/kg): t = 0 (A), t = 30 min (B), t= 288 h (C), y t = 528 h (D). 
 
En la Figura 57 se muestran los resultados experimentales de la medición del 
inverso de la intensidad en las imágenes de resonancia en función del tiempo para dos 
zonas (curvas en rojo y azul), de igual área, del hígado.  Se delimitan las tres regiones 
mencionadas en la Figura 55B.  La región I con pendiente positiva se puede identificar 
como el periodo de entrada y absorción de las nanopartículas.  La región II cuya pendiente 
es ~0 se corresponde con el tiempo de instauración y residencia de las nanopartículas en 
este órgano.  Finalmente la región III de pendiente negativa, donde comienza la 
disminución de la intensidad de la imagen puede relacionarse con la etapa de degradación 
y excreción de las nanopartículas en este órgano.  Por otra parte en la curva malva se 
grafican los valores del inverso de la intensidad normalizada para el tejido muscular lo 
cual es un control muy utilizado en la literatura.  Como era de esperar no existen 
variaciones en la intensidad de la imagen correspondiente al tejido muscular a lo largo de 
todo el proceso de estudio (528 horas). 
Al inicio de la región II (etapa de residencia) se observa, desde 12 minutos a una 
hora, una tendencia a presentar un máximo con valores fluctuantes.  Esto podría ser 
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debido a los procesos hemodinámicos del hígado donde en momentos tempranos existe 
una entrada de las nanopartículas a través del abundante torrente sanguíneo, y una parte 
de estas comienza a instaurarse en los espacios intersticiales de los hepatocitos y otra 
cantidad aún se mantiene en el espacio intravascular y son eliminadas por el árbol 
vascular de retorno.  El equilibrio entre ambos procesos pudiera ser la causa del ligero 
máximo observado en todas las curvas cinéticas.  Este proceso de instauración progresiva 
de las nanopartículas en el parénquima hepático se puede corroborar mediante el análisis 
histológico de este órgano, donde se observa que la ubicación de las nanopartículas es más 
concentrada alrededor de las venas centrolobulares y se distribuyen radialmente en el 
parénquima hepático (Figura 55 C-D). 
Los valores de las velocidades de absorción, de residencia y de excreción así como 
los tiempos de inicio de la residencia y de la excreción determinados a partir de las curvas 
de la Figura 57A se resumen en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Resumen de los valores correspondientes a la absorción, residencia y excreción de las nanopartículas 
en el hígado.   
 
Parámetros Zona 1 Zona 2 
Tiempo de inicio de residencia (h) 0,2 0,2 
Tiempo de inicio de excreción (h) 1,7E+2 1,7E+2 
Velocidad de absorción (U. A) 35 34 
Velocidad de excreción (U. A.) 1,9E-2 1,3E-2 
Tiempo de residencia (h) 1,6E+2 1,6E+2 
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Figura 57.  Dependencia temporal de la intensidad de la imagen T2 determinada por la relación I0/(Ii-I0) (n=4).  
A) Las curvas roja y azul se refieren a la concentración de la nanopartículas en dos zonas (1 y 2) de igual área 
del hígado.  La curva malva refleja la intensidad de la imagen en el área de tejido muscular.  B) Curvas cinéticas 
para dos concentraciones de nanopartículas (azul: 5 mg/kg, negra: 0,8 mg/kg). 
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En la Figura 57B se muestra el comportamiento temporal de la intensidad de la 
imagen T2 para dos concentraciones de nanopartículas diferentes.  Se puede observar que 
en ambos casos se conservan las mismas regiones I, II y III.  La curva negra corresponde a 
una concentración de 0,8 mg/kg y la azul a 5 mg/kg.  La razón de las concentraciones 
nominales es de 6,5 veces y la relación de las concentraciones medidas a partir de la razón 
de las curvas azul y negra en la región II (de residencia) es de 5,8 veces.  Ambas razones se 
diferencian en un 11%.  Esta diferencia pudiera atribuirse tanto a errores del proceso de 
aplicación intravenosa de las nanopartículas, o de medición de las intensidades en la 
imagen o a la suma de errores experimentales en ambos procesos. 
Los resultados obtenidos en este experimento demuestran la instauración 
homogénea de las nanopartículas en diferentes zonas del hígado, así como un periodo de 
residencia estable de hasta 12 días.  Estos datos confirman lo observado mediante 
medidas de magnetización o histología.  Además ha permitido establecer el perfil cinético 
de las nanopartículas en dicho órgano lo cual constituye una herramienta de trabajo para 
futuros estudios de la acción de drogas conjugadas a nanopartículas magnéticas. 
 
6.4. Metabolismo del hierro 
 
El hierro es reconocido como un elemento indispensable para la vida, aunque su 
presencia cuantitativa en los tejidos biológicos pueda ser clasificada a nivel de trazas.  En 
el organismo de los mamíferos, el hierro es generalmente el metal de transición más 
abundante.  En su mayoría se encuentra presente como un compuesto metalo-orgánico 
(hemoproteínas) o en el núcleo de proteínas como la ferritina (Gutierrez et al., 2006).  Su 
función en los procesos metabólicos, está relacionada con su capacidad de aceptar o donar 
electrones a través de su interconversión entre las formas férricas (Fe3+) y ferrosas 
(Fe2+).  Este tipo de reacciones, necesarias para un metabolismo celular normal, no son 
inocuas para la integridad de las células ya que producen radicales libres de oxígeno, los 
cuales dañan las membranas, las proteínas y los ácidos nucleicos.  Una primera 
consecuencia de este hecho fisiológico es que su transporte, transmisión y 
almacenamiento en las células tiene lugar con el átomo enclaustrado en proteínas, que lo 
solubilizan y evitan el daño tisular (Figura 58).  Su distribución entre las diferentes 
moléculas es la siguiente: Hierro funcional o “activo”(80 % del total), la mayoría del cual se 
encuentra unido al grupo hemo de la hemoglobina (65%), de la mioglobina (10%) y un 5% 
a enzimas como catalasas, peroxidasas y citocromos.  Hierro de transporte, que se 
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corresponde al incorporado a las moléculas de transferrina, y que supone una fracción 
mínima del total (0,1-0,2%).  Hierro de depósito o de reserva, en forma de ferritina y 
hemosiderina (J.J. Alonso, 2002). 
 
 
Figura 58.  Distribución del hierro en el organismo. 
 
La homeostasia del hierro en el organismo es un proceso metabólico estrictamente 
controlado.  En el plasma y espacio intersticial el hierro es transportado por la 
transferrina, proteína de 80 kDa, de síntesis hepática, con capacidad de transporte de dos 
átomos de hierro, uno en cada lóbulo, en su forma férrica.  La captación celular del hierro 
circulante requiere la unión de transferrina al receptor de transferrina. Estos complejos se 
agrupan en la membrana celular en depresiones revestidas de clatrina, que se internalizan 
en la célula vía endocitosis.  Una bomba de protones acidifica el contenido del endosoma, 
facilitando la liberación de los átomos de hierro, que atravesarán la membrana vesicular, 
en su forma ferrosa, por intervención de DMT-1, que es un transportador de metales 
divalentes.  En el citoplasma se incorporará a diferentes rutas metabólicas, como la 
síntesis del hemo en las mitocondrias, como parte de los grupos hierro-azufre de proteínas 
del ciclo de Krebs, o será almacenado como ferritina (J.J. Alonso, 2002).  El hierro ferroso 
también puede ser exportado al exterior celular a través de una proteína transportadora 
llamada Ferroportina.  Debido a su potencial efecto tóxico este hierro será rápidamente 
reconocido por dos proteínas de la matriz extracelular (Ceruloplasmina y Hefestina) que 
lo transformarán nuevamente a su forma oxidada.  El Fe 3+ es reconocido por la apo-
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transferrina que se convierte a transferrina y es la que realiza el transporte del hierro en la 
sangre hasta los órganos donde se requiera (Andrews, 1999).  
Con el objetivo de estudiar la influencia de la administración de nanopartículas de 
óxido de hierro en ratas Wistar sobre el metabolismo del hierro, se seleccionaron 3 
proteínas claves de esta ruta metabólica: DMT-1, Ferroportina y Ferritina.  En este trabajo 
se cuantificó mediante la técnica de ELISA el contenido de dichas proteínas en diferentes 
órganos que median en el proceso metabólico del hierro (Hígado, bazo y riñones) (Figura 
59).  
 
 
Figura 59.  Cuantificación por ELISA de diferentes proteínas involucradas en el metabolismo del hierro en 
ratas Wistar después de la administración de las nanopartículas (dosis: 2,5 mg/kg) (n=4).  La primera columna 
muestra los resultados obtenidos para DMT-1, la columna central para Ferroportina y la tercera columna para 
Ferritina. A-C) Hígado, D-F) Bazo y G-I) Riñones. NP-DMSA (●), NP-PEG-(NH2)2 (■). 
 
Después de la administración de las nanopartículas en ratas Wistar (dosis: 2,5 
mg/kg, n=4) se sacrificaron los animales y se colectaron fragmentos del hígado, bazo y 
riñones los cuales fueron homogeneizados y extraídas las proteínas del tejido. La 
cuantificación de proteínas totales se realizó mediante el método de Lowry y a partir de 
estos datos e prepararon diluciones de 1 mg/mL de concentración final de proteína total.  
Las placas de ELISA fueron tapizadas en cada caso con diferentes anticuerpos 
monoclonales específicos para el reconocimiento de las isoformas de rata de DMT-1, 
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Ferroportina y Ferritina y se añadieron 80 µL de las diluciones previamente preparadas 
de los homogenados de tejidos.  Después de los tiempos de incubación y lavados que se 
describen en la sección de materiales y métodos, se incubó con un anticuerpo secundario 
anti-IgG conjugado a peroxidasa y se reveló la placa mediante la adición del sustrato OPD. 
En la Figura 59 se observa la variación en el tiempo (24 h, 7 días, 15 días y 30 días) 
de la concentración de dichas proteínas con respecto a la concentración basal de las 
mismas obtenidas del grupo control (animales no tratados).  De forma general se puede 
observar que en los diferentes órganos hay un marcado incremento de la concentración de 
proteínas hasta 24 horas después de administradas las nanopartículas, probablemente 
debido a una rápida activación de la ruta metabólica para intentar mantener la 
homeostasia del hierro en el organismo.  A partir de los 7 días se observa como la 
concentración de estas proteínas va disminuyendo con una tendencia a regresar a los 
valores basales a los 30 días aproximadamente.  Esta tendencia a la disminución en los 
diferentes órganos puede deberse a que en el citoplasma de las células existen proteínas 
reguladoras del hierro (IRP-1 e IRP-2) que en condiciones de exceso de hierro, bloquean la 
síntesis de DMT-1, ferroportina y del receptor de transferrina, mientras que activan la 
producción de ferritina.  La concentración de ferritina se mantiene elevada sobre los 
niveles basales durante más tiempo con el objetivo de almacenar el exceso de hierro 
presente en el organismo (Andrews, 1999).  El incremento de la cantidad de ferritina 
presente en el hígado detectado por ELISA confirma los resultados obtenidos en las 
medidas de susceptibilidad AC.  
Los resultados obtenidos en este capítulo permiten describir de forma general el 
proceso de biodistribución de las nanopartículas de óxido de hierro recubiertas con DMSA 
y conjugadas a PEG en un modelo animal de ratas Wistar.  Las nanopartículas 
administradas de forma intravenosa, a través de la vena de la cola, se mantienen en el 
torrente sanguíneo aproximadamente 10 minutos para las NP-DMSA y ~ 1 h para NP-PEG-
(NH2)2.  Estas se acumulan en órganos bien irrigados y ricos en macrófagos como el 
hígado, los pulmones y el bazo.  El proceso de opsonización de las nanopartículas, así como 
su reconocimiento por las células del sistema retículo endotelial se halla descrito como el 
mecanismo mediante el cual las nanopartículas son eliminadas del torrente sanguíneo 
(Kommareddy and Amiji, 2007).  Este proceso ocurre rápidamente ya que los macrófagos 
son capaces de internalizar solutos y partículas equivalentes a su volumen celular cada 2 
horas (Steinman et al., 1976).  Las nanopartículas son incorporadas a la célula vía 
endocitosis y se ubican en compartimentos acídicos donde comienza su proceso de 
degradación, así como la activación de la ruta metabólica del hierro.  Las proteínas DMT-1 
y ferrireductasa median en el proceso de liberación del hierro al citosol, el cual puede 
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seguir diferentes vías: incorporación a proteínas mitocondriales con grupos hierro-azufre, 
síntesis del hemo, almacenamiento en complejo con ferritina o ser exportado al exterior 
celular.  Al ser exportado a la matriz extracelular en su forma ferrosa es rápidamente 
reconocido por dos proteínas (Ceruloplasmina y Hefestina) que lo oxidan para evitar la 
generación de radicales libres, y daños en membranas celulares y proteínas.  Este Fe( 3+) 
es reconocido por la apo-transferrina, que se activa a transferrina y es la proteína 
encargada de su transporte hasta la médula ósea (función hematopoyética) o para su 
almacenamiento en el hígado (Ruiz et al., 2013a).  El esquema se representa en la Figura 
60. 
 
 
Figura 60.  Representación esquemática de las diferentes vías que pueden seguir las nanopartículas de óxido 
de hierro después de su inyección intravenosa.  
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Capítulo 7. Conclusiones 
 
La síntesis de nanopartículas de óxido de hierro empleando diferentes métodos de 
preparación (Coprecipitación y Descomposición térmica en medio orgánico) ha permitido 
el desarrollo de una plataforma basada en nanopartículas magnéticas para diferentes 
aplicaciones biotecnológicas.   
A continuación se presentan las conclusiones más relevantes obtenidas en este 
trabajo de tesis: 
 
i) La síntesis de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro vía 
coprecipitación, y su posterior modificación superficial con la agarosa, ha 
permitido su aplicación como soporte para la inmovilización de proteínas de 
fusión que contienen como etiqueta de afinidad un dominio tipo lectina.  Este 
constituye un método viable para la detección y purificación de proteínas 
recombinantes fusionadas al módulo lectina de la proteína hemolítica del 
hongo Laetiporus sulphureus.  La interacción con la proteína de fusión tiene 
un carácter bioespecífico, dirigido espacialmente, reversible y accesible al 
corte con proteasas.  Además, al conjugar enzimas al módulo lectina de LSL 
es posible mantener la actividad enzimática de las mismas sobre el soporte 
magnético y posteriormente recuperar la proteína manteniendo su actividad 
biológica. 
ii) La síntesis de nanopartículas magnéticas de óxido de hierro por 
descomposición en medio orgánico ha permitido la obtención de partículas 
de 7, 10 y 12 nm respectivamente, con un estricto control del tamaño y 
forma de partícula.  Las partículas presentan un comportamiento 
superparamagnético y elevados valores de magnetización de saturación 
cercanos al del material masivo.  Mediante el intercambio de ligandos con 
DMSA y la posterior unión covalente del PEG derivatizado con grupos amino 
en el terminal de la cadena, a través de una reacción mediada por 
carbodiimida, se han podido obtener suspensiones de nanopartículas 
estables en agua con diámetros hidrodinámicos menores de 100 nm 
apropiadas para aplicaciones biomédicas. 
iii) Las medidas de los valores de relaxividad del protón muestran que estas 
suspensiones poseen un futuro prometedor como agentes de contraste en 
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Resonancia Magnética Nuclear debido a sus elevados valores de relaxividad 
transversal (r2) similares o mayores que los de los agentes de contraste 
comerciales. 
iv) Las nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG pueden ser 
empleadas como una plataforma para la administración de fármacos en el 
tratamiento de diferentes enfermedades.  Es posible su funcionalización con 
dos péptidos: CIGB300 y CIGB500 con vistas al tratamiento de diferentes 
enfermedades. 
v) Debido a las diferencias en la carga superficial de las nanopartículas 
recubiertas con DMSA y las partículas modificadas con PEG existen 
diferencias en el proceso de interacción célula partícula.  Las partículas 
magnéticas recubiertas de DMSA se internalizan dentro de células vía 
endocitosis tras 24 horas de incubación, mientras que las partículas 
conjugadas a PEG permanecen adheridas a la membrana citoplasmática.  Las 
partículas no resultan tóxicas para las células en un rango de 
concentraciones hasta 0,3 mg Fe/mL en el medio de cultivo. 
vi) Las nanopartículas recubiertas con DMSA y conjugadas a PEG afectan la vía 
de coagulación intrínseca de la sangre medido in vitro como el tiempo de 
tromboplastina parcial activada.  Sin embargo no existen afectaciones en la 
eficacia de la vía de coagulación extrínseca o el resto de los parámetros 
hematológicos estudiados in vitro e in vivo.  No existe daño genotóxico 
asociado al tratamiento con las nanopartículas a las dosis ensayadas. 
vii) La conjugación a PEG modifica el perfil farmacocinético de las 
nanopartículas aumentando el tiempo de residencia en sangre en diferentes 
modelos animales. 
viii) Mediante la combinación de métodos magnéticos y no magnéticos se pudo 
estudiar la biodistribución de las nanopartículas en un modelo animal de 
ratas Wistar.  Las nanopartículas se localizan en el hígado, pulmones y bazo 
en etapas tempranas después de la administración (hasta 24 h) y a más largo 
plazo en riñones.  Las nanopartículas recubiertas con DMSA se degradan a 
ferritina a partir de 24 h, mientras que las nanopartículas modificadas con 
PEG se pueden detectar hasta 30 días después de su administración en el 
hígado, mediante medidas de imanación e imagen por Resonancia Magnética 
Nuclear. 
ix) La administración de las nanopartículas en ratas Wistar aumenta la 
concentración de diferentes proteínas involucradas en la ruta metabólica del 
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hierro (DMT-1, Ferroportina y Ferritina) en hígado, bazo y riñones en etapas 
tempranas después de la administración, en las primeras 24 horas.  
Posteriormente los valores de concentración de estas proteínas en los 
tejidos mantienen una tendencia decreciente retornando a los valores 
basales en 30 días aproximadamente. 
 
 
Recomendaciones del trabajo 
 
1. Realizar estudios sobre la eficiencia del sistema LSL-NPM en la purificación de 
proteínas de fusión en medios complejos, por ejemplo, medios de cultivo.  
2. Estudiar los procesos de liberación y actividad biológica de los péptidos 
CIGB300 y CIGB500 tanto in vitro como in vivo. 
3. Evaluar los parámetros farmacocinéticos y de biodistribución, así como un 
estudio de dosis de las nanopartículas magnéticas recubiertas con DMSA y 
modificadas con PEG en modelos animales más complejos. 
4. Explorar la influencia de la administración de las nanopartículas de óxido de 
hierro en otros puntos de la vía metabólica del hierro 
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Anexo I: Magnetismo 
Las propiedades magnéticas de un material van a depender básicamente de los 
electrones de los átomos que lo constituyen, específicamente del número de electrones 
desapareados que posea cada átomo así como del orbital en el que se encuentren. Al 
aplicar un campo magnético externo al material, los electrones dan lugar a dipolos 
magnéticos que se ordenan con el campo dando lugar a un momento magnético dentro de 
éste.  Según la respuesta frente al campo magnético externo los materiales se pueden 
clasificar en diamagnético, paramagnético, ferromagnético y superparamagnético. Este tipo 
de propiedad se denomina susceptibilidad (χ) y está caracterizada por la relación entre la 
magnetización (M) y el campo magnético (H) (Cullity and Graham, 2009).  
 
χ =
𝑀 (𝑒𝑚𝑢)
𝐻 (𝑂𝑒 · 𝑐𝑚3)
 
 
Los materiales diamagnéticos son aquellos donde sus átomos presentan todos los 
electrones apareados, y en conjunto unos se contrarrestan con otros.  Al aplicar un campo 
magnético se fuerza a la generación de dipolos magnéticos dando lugar a una corriente 
inducida que tiende a oponerse a ese campo magnético (Ley de Lenz). La susceptibilidad 
de estos materiales será entonces negativa (χ<0) y van a repeler débilmente el campo 
magnético aplicado. Un ejemplo de material diamagnético es el agua y las proteínas dentro 
del cuerpo humano, o sea, aquellos elementos que contienen carbono, hidrógeno y 
nitrógeno (Pankhurst et al., 2003).  
En el caso de los materiales que presentan electrones desapareados y las 
interacciones entre estos son débiles, se trata de materiales paramagnéticos. Estos 
materiales van a presentar una susceptibilidad ligeramente positiva y proporcional al 
campo magnético (χ>0). Al aplicar el campo magnético aparecen dipolos que se alinean en 
la misma dirección y sentido del campo ya que esta es la forma de menor energía. Sin 
embargo, al eliminar el campo magnético, las fluctuaciones térmicas provocan que los 
espines se muevan al azar obteniéndose un momento magnético nulo. En estos materiales 
la magnetización resultante (m) se puede calcular mediante la ecuación de la Ley de Curie, 
donde H es el campo aplicado, T es la temperatura absoluta y C es la constante de Curie 
dependiente de cada material. 
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𝑚 = 𝐶 
𝐻
𝑇
 
Un ejemplo de este comportamiento es la hemoglobina que presenta en su interior 
un ión Fe que posee electrones desapareados pero que por encontrarse tan lejos de otros 
iones Fe no pueden interaccionar entre ellos (Pankhurst et al., 2003). 
Por otra parte, si la estructura cristalina del material permite que las interacciones 
electrónicas entre los átomos vecinos sean fuertes, este va a presentar un comportamiento 
ferromagnético. En el caso de materiales como el hierro, el níquel o el cobalto, todos los 
momentos magnéticos están orientados en la misma dirección, paralela o 
antiparalelamente, (incluso en ausencia de campo magnético externo aplicado) debido a 
que los electrones interaccionan mediante un mecanismo de intercambio 
(superintercambio en el caso de óxidos metálicos ya que interaccionan a través de los 
átomos de oxígeno) (Coey, 1988). En el caso de que los electrones se alineen 
antiparalelamente, si el momento magnético se anula el sólido es antiferromagnético, 
mientras que si el momento magnético resultante no se anula el sólido es ferrimagnético 
(Raikher and Shliomis, 1974).  
Si todos los momentos magnéticos se orientan en la misma dirección se generaría 
una elevada energía magnetoestática, por lo cual el sólido reagrupa a los espines en 
regiones llamadas dominios magnéticos (Cullity and Graham, 2009). El concepto de 
dominio permite distinguir el ferromagnetismo del paramagnetismo. Aunque se genere 
energía en la interfase de unos dominios con otros (paredes de dominio), esta 
configuración multidominio dentro del sólido es la más favorable desde el punto de vista 
energético (Kittel, 1946).  Sin embargo, si el tamaño del sólido disminuye por debajo del 
tamaño del dominio magnético (DCRIT), el sólido posee todos sus momentos magnéticos 
orientados en la misma dirección cuando se le aplica un campo magnético.  Esto da lugar a 
un dipolo permanente dentro del sólido de una magnitud similar a la de los sólidos 
ferromagnéticos y unas 100 veces mayor que los paramagnéticos (Frenkel and Dorfman, 
1930; Kittel, 1946).  En ausencia de campo magnético, este dipolo se mantiene 
(comportamiento ferromagnético dentro del monodominio) hasta bajar hasta un tamaño 
(DS-F) a partir del cual los dipolos se orientan al azar y por tanto el momento magnético 
resultante es nulo, al igual que los sólidos paramagnéticos.  Este comportamiento es típico 
de sólidos superparamagnéticos.  Por tanto, las partículas ferromagnéticas van a presentar 
magnetización uniforme en aquellas partículas de tamaño menor a DCRIT y magnetización 
no uniforme en las partículas mayores. Las primeras serán consideradas partículas 
monodominio y las últimas multidominio.  
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Por otra parte, la respuesta de los materiales ferromagnéticos ante la aplicación de 
un campo quedará definida por la presencia de un ciclo de histéresis caracterizado por dos 
parámetros: la coercividad y la remanencia. La coercividad es la intensidad del campo 
magnético que se debe aplicar para reducir a 0 la magnetización del material una vez que 
este ha sido magnetizado hasta saturación. Este parámetro es indicador de la resistencia 
del material ferromagnético a ser desmagnetizado y en el caso de las nanopartículas 
magnéticas es de gran importancia, ya que depende enormemente del tamaño de 
partícula. 
En el caso de las nanopartículas superparamagnéticas, los dipolos en ausencia de 
campo magnético se orientarán al azar y esto constituye una gran ventaja para su uso en 
aplicaciones biomédicas. Las NPMs se convierten en magnéticas solo en presencia de un 
imán y al retirarse este vuelven a su estado no magnético. Esto evita un comportamiento 
activo de las nanopartículas en ausencia de campo y representa una ventaja excepcional 
de manipulación en dicho sistema biológico.  
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Anexo II: Técnicas experimentales 
 
1. La Microscopía Electrónica de Transmisión se utilizó para medir el tamaño, 
forma y distribución de las partículas tanto en medio orgánico como después de 
transferidas a medio acuoso.  Se depositó una gota diluida de las diferentes 
suspensiones de nanopartículas sobre una rejilla de cobre y se dejó secar en una 
estufa a 50ºC antes de ser observadas al microscopio electrónico.  La 
visualización de las partículas se llevó a cabo en un microscopio de la marca 
JEOL modelo 2000 FXII que opera con una diferencia de potencial de 200 KeV y 
posee una resolución de 3 Å.  Para realizar el análisis del tamaño de partícula de 
cada muestra se midió la longitud más grande de cada partícula de al menos 200 
partículas con la ayuda del programa libre Gwyddion (http://gwyddion.net/).  El 
cálculo del tamaño medio de partícula de cada muestra y su grado de 
polidispersidad (σ) se realizó ajustando los datos a una función de distribución 
logarítmica normal con el empleo del programa Origin Pro 8. 
El microscopio electrónico se compone de un sistema de vacío, una pantalla 
donde se proyecta una imagen aumentada de la muestra y una cámara 
fotográfica o pantalla de ordenador que tienen la función de registrar la imagen.  
Dentro del sistema de vacío se encuentran un cañón que produce un haz 
electrones y un sistema de lentes electromagnéticas.  El esquema del 
microscopio electrónico se puede observar en la Figura 1.  Para la obtención de 
una imagen, el cañón electrónico produce un haz de electrones que es acelerado 
mediante una diferencia de potencial que puede oscilar entre 80 y 600 KeV 
dependiendo del modelo.  El haz es dirigido y focalizado por las lentes 
condensadoras hacia la rejilla donde está depositada la muestra.  Una vez que 
interactúen con la muestra unos electrones chocarán y otros la atravesarán 
formándose así una imagen gracias a la lente objetivo, que posteriormente será 
aumentada y proyectada por la lente proyectora. 
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Figura 1. Esquema de un microscopio electrónico de transmisión. 
 
2. Con la Espectroscopía Infrarroja se caracterizó el recubrimiento de las 
nanopartículas a través de la identificación de los grupos funcionales.  Las 
muestras se prepararon al 2% en peso de nanopartículas en KBr y compactaron 
hasta formar la pastilla que se emplea para el análisis.  El registro de los 
espectros se llevó a cabo en un espectrofotómetro de transformada de Fourier 
Nicolet 20 SXC, barriendo la región de energías comprendida entre 3600 y 300 
cm-1. La resolución del equipo en las medidas es de 2 cm-1. 
Los espectros de absorción en la región del infrarrojo tienen lugar a 
consecuencia de que los átomos enlazados vibran a frecuencias dentro de esta 
región.  Estos cambios de energía son producidos por las transiciones 
energéticas de los grupos atómicos al cambiar de unos estados vibracionales y 
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rotacionales a otros.  Cada grupo atómico o molécula tiene un espectro de 
absorción característico y está compuesto por distintas bandas de absorción, 
cada una de ellas debidas a un tipo de enlace determinado (caracterizado por la 
fuerza de enlace y los átomos que lo forman) y a su modo de vibrar. 
El equipo utilizado en este caso para medir espectros IR consta de una fuente 
que es un cilindro de SiC por la que pasa una corriente eléctrica que lo eleva a 
1200 ºC y desprende radiación infrarroja, una pieza llamada “beam splitter” que 
se encarga de desdoblar el haz IR en 2 partes y enviar la mitad de la radiación a 
un espejo fijo y la otra mitad a un espejo móvil que pasa a través de la muestra. 
Posteriormente los haces vuelven a ser recombinados y la variación en 
intensidad del haz en función del tiempo da como resultado un interferograma 
(intensidad en función del tiempo) que es traducido por el interferómetro 
aplicando la transformada de Fourier dando lugar al espectro (intensidad en 
función de la frecuencia).  Durante el registro del espectro, un haz de láser de 
He-Ne calibra internamente la frecuencia del aparato. 
3. El Análisis Termogravimétrico a 10ºC/min y en flujo de aire de 
aproximadamente 10 mg de muestras, previamente secadas a 50ºC en la estufa 
permitió cuantificar dicho recubrimiento orgánico en los diferentes procesos de 
síntesis y posterior modificación superficial.  Los análisis termogravimétricos se 
han llevado a cabo en un equipoSeiko TG/ATD 320 U, SSC 5200.  Los análisis se 
han llevado a cabo desde una temperatura inicial de 20 ºC hasta una 
temperatura final de 1100 ºC con un gradiente de subida de 10 ºC/min y en 
presencia de un flujo de aire de 100 mL/min para ayudar a la eliminación del 
residuo de la muestra.  También se realizaron algunas medidas bajo flujo de 
oxígeno para aumentar la velocidad de combustión de la muestra.  
La técnica de análisis termogravimétrico se basa en la continua medición de la 
masa de una muestra en función de la temperatura y/o del tiempo bajo una 
atmósfera adecuada que puede ser de aire estático, aire dinámico, O2, N2, Ar o H2. 
El equipo de termogravimetría consta de una balanza analítica muy sensible (LD 
10-2 mg) para registrar pequeñas variaciones del peso de la muestra, un horno 
que es el lugar donde se lleva a cabo el calentamiento de la muestra a una 
velocidad controlada, un sistema de gas de purga que proporciona una 
atmósfera inerte o reactiva y un microprocesador que controla el instrumento 
en todo momento y adquiere y visualiza los datos.  
4. El Magnetómetro de Muestra Vibrante ha permitido evaluar las propiedades 
magnéticas de las nanopartículas en polvo y en líquido, así como su 
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cuantificación en las diferentes muestras de tejidos.  Se registraron las curvas de 
imanación a temperatura ambiente después de aplicar un campo máximo de 
entre 1 y 5 T, en función de la muestra y el tipo de estudio.  Este tipo de medidas 
permite conocer el valor de la magnetización de saturación (Ms), que es el valor 
de la magnetización cuando todos los momentos magnéticos se encuentran 
alineados con el campo magnético externo aplicado (H).  Ms es una propiedad 
intrínseca del material, por lo que conociendo la Ms de una mezcla podemos 
saber el porcentaje de material magnético presente en la misma.  El modelo de 
magnetómetro de muestra vibrante utilizado para la caracterización magnética 
ha sido el VSM, MLVSM9 MagLab 9 T, Oxford Instruments.  La caracterización de 
las medidas magnéticas de los tejidos liofilizados y macerados se lleva a cabo 
depositando una pequeña cantidad de las muestra en polvo (entre 70 y 100 mg) 
en el interior de una cápsula de gelatina.  El polvo es compactado al fondo de la 
cápsula de gelatina al introducir algodón y así dejarlo inmovilizado.  Por último, 
se coloca en una pajita hecha por kapton (tipo especial de celo adhesivo que no 
da señal magnética) y se introduce en el interior del magnetómetro.  
Un magnetómetro de muestra vibrante (el esquema se muestra en la Figura 2) 
consta de un electroimán (para campos menores de 3 T) o una bobina 
superconductora (para campos magnéticos altos) (Figura 2.9) que se encargan 
de generar el campo magnético sobre la muestra, dos bobinas de detección 
(Figura 2.6) que son las encargadas de registrar la fuerza electromotriz 
generada por el movimiento de la muestra, una cámara de temperatura que está 
llena de He (protegida por una camisa de N2 para evitar su rápida evaporación) 
que se ocupa de alcanzar y mantener la temperatura deseada en la medida, un 
dispositivo de vibración de la muestra (Figura 2.1 y 2.2) que se ocupa de hacerla 
vibrar a una frecuencia y amplitud deseadas, un amplificador de señal (Figura 
2.4) para aumentar la sensibilidad de la medida, y por último un ordenador 
desde el cual se controla el estado del magnetómetro, el tipo de experimento a 
realizar, las variables de éste y el registro de las distintas medidas llevadas a 
cabo por el magnetómetro.  
Para obtener la medida del momento magnético de la muestra, ésta se sitúa 
entre las bobinas de detección, vibrando a una frecuencia y amplitud 
característica.  Al aplicar un campo magnético perpendicular (en el caso del 
electroimán) o paralelo (para bobina) al movimiento de la muestra se genera un 
cambio de flujo magnético.  Este cambio de flujo genera una fuerza electromotriz 
en las bobinas de detección que es proporcional al momento magnético de la 
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muestra.  Para los ciclos de magnetización se satura la muestra aplicando un 
campo de 1 T y a continuación se ha registrado el ciclo a una velocidad de 0,1 
T/min. 
 
 
Figura2. Esquema de un Magnetómetro de Muestra Vibrante. 1: oscilador, 2: transductor, 3: 
condensador de frecuencia y la medición de la amplitud, 4: amplificador diferencial, 5: detector, 6: bobinas de 
captación, 7: muestra que se analiza, 8: sensor de, 9: polos de electroimán y bobinas. 
 
5. Las medidas de Susceptibilidad AC de los órganos se realizaron en un 
magnetómetro SQUID con opción de medidas AC (Universidad de Zaragoza).  Se 
midió la susceptibilidad AC entre 5 y 300 K de temperatura.  La amplitud del 
campo alterno ha sido en todos los casos de 0,41 Oe y la frecuencia de 11 Hz.  
Este tipo de medidas permite diferenciar los distintos tipos de material 
magnético presente en una muestra, de forma que podemos distinguir la 
respuesta producida por las nanopartículas acumuladas en los tejidos extraídos 
de los distintos grupos de tratamiento y la que se debe a otros componentes 
magnéticos que pueda contener el tejido (ferritina). 
6. La técnica de Dispersión Dinámica de Luz (DLS) permitió la caracterización de 
las propiedades coloidales de las nanopartículas.  La medición de los diámetros 
hidrodinámicos (Dh) de las suspensiones se realizó a pH 7 en medio acuoso 
determinando el promedio de las medidas de intensidad.  El grado de 
polidispersidad de la muestra (PDI, por sus siglas en inglés), se determinó 
dividiendo la desviación estándar de los valores entre el valor medio.  La 
medición del potencial-Z de las partículas se realizó utilizando una solución de 
0,001 M de KNO3, mientras que la variación de pH del medio se realizó 
empleando soluciones a 0,001 M de KOH o HCl.  En el presente trabajo las 
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medidas del diámetro hidrodinámico se han llevado a cabo con el equipo de 
dispersión de luz NANO SIZER ZS de Malvern Instruments.  Las medidas del 
diámetro hidrodinámico se han registrado en el modo intensidad. 
La medición del diámetro hidrodinámico (Dh) de las partículas se realiza a partir 
de la medida del movimiento browniano (parametrizado en el coeficiente 
traslacional) de éstas, es decir a partir del movimiento al azar de las partículas 
dentro del solvente por efecto del choque con las moléculas del medio que las 
rodea.  Se relaciona posteriormente con el tamaño hidrodinámico a partir de la 
ecuación de Stokes-Einstein: 
Dh= kBT/3π ηDdif 
donde Dh es el diámetro hidrodinámico, kB la constante de Boltzmann, T la 
temperatura, η la viscosidad del disolvente y Ddif el coeficiente traslacional de 
difusión de la partículas.   
Al incidir un haz de luz sobre las partículas en suspensión, éstas dispersan la luz 
en todas direcciones, llegando a un detector en un ángulo determinado.  El 
detector registra las fluctuaciones de la intensidad de luz a lo largo del tiempo, 
que son debidas al movimiento de las partículas.  La comparación de las 
fluctuaciones a lo largo del tiempo con respecto a la primera señal permite crear 
una función de correlación.  Si las partículas que se están midiendo son 
depequeño tamaño la función de correlación decae rápidamente, debido al 
rápido movimiento de las partículas. Sin embargo, si las partículas son más 
grandes la función de correlación decae lentamente. 
Como se ha mencionado en el apartado anterior, los datos se obtienen por 
intensidad de luz dispersada en función del tamaño hidrodinámico (modo 
intensidad).  Hay otros dos modos de obtener el tamaño hidrodinámico, como 
distribución de volúmenes (modo volumen) y de número (modo número) de 
nanopartículas.  Esta conversión se realiza a partir del índice de refracción de la 
muestra y aplicando la teoría de Mie y tiene sentido hacerla cuando en el modo 
intensidad se obtienen dos picos o un pico con una cola apreciable ya que las 
partículas o agregados de mayor tamaño dispersan más luz que los pequeños 
debido a que la intensidad es proporcional al Dh (aproximación de Rayleigh) y 
daría una visión más realista de lo que sucede. 
La medición de la carga superficial de las partículas se realiza a partir de la 
medida de la velocidad con la que migran las partículas al aplicar una diferencia 
de potencial a los electrodos de la célula que contiene la suspensión (movilidad 
electroforética).  Este registro de la movilidad electroforética se lleva a cabo a 
 147 
 
partir de la técnica de velocimetría de láser. Doppler en la que se mide las 
fluctuaciones del haz dispersado a un ángulo de 17 ºC y se combina con un haz 
de referencia.  La combinación de estos haces da como resultado un haz en el 
que la intensidad de las fluctuaciones es directamente proporcional a la 
velocidad de las partículas.  A partir de la obtención de la movilidad 
electroforética se puede calcular el potencial ξ aplicando la ecuación de Henry: 
Ue =2εζf (ka)/3η 
donde Ue es la movilidad electroforética, ε es la constante dieléctrica del medio, ξ 
es el potencial zeta, η es la viscosidad y f (ka) es la función de Henry cuyo valor 
puede ser igual a 1,5 en el caso de partículas alrededor de 200 nm dispersadas 
en medios con fuerza iónica mayor de 10-3 M (aproximación de Smoluchowski) o 
de 1 en el caso de partículas más pequeñas (aproximación de Hückel). 
7. Mediante Espectrometría de emisión óptica con plasma acoplado 
inductivamente (ICP-OES) se ha podido conocer la concentración de Fe de las 
suspensiones, así como en las muestras de sangre y tejidos analizadas.  Las 
muestras se digirieron con agua regia y se calentaron a 80ºC durante 1 hora.  
Dada la naturaleza inorgánica de las partículas de magnetita y la naturaleza 
orgánica de los recubrimientos utilizados, así como las muestras de tejido se ha 
utilizado ácido nítrico y clorhídrico para el procedimiento de digestión de las 
muestras.  Para ello se añaden a un matraz aforado 200 μL de la suspensión a 
analizar y se añaden posteriormente unas gotas de ácido nítrico con una pipeta 
Pasteur para oxidar el recubrimiento orgánico que recubre las partículas.  A 
continuación, se añaden unas gotas de ácido clorhídrico para que todo el hierro 
de las nanopartículas pase a estar como iones libres en la solución y se dejan 
durante una hora a 80 ºC para que se complete el proceso de digestión.  Por 
último se añade agua a la muestra para diluirla hasta enrasar a 25 mL.  
El equipo utilizado para la realización de estos análisis ha sido el (ICP) PERKIN 
ELMER OPTIMA 2100 DV que posee un nebulizador neumático y utiliza el 
plasma de Ar de acoplamiento inductivo para excitar los átomos. Los calibrados 
han sido realizados tomando disoluciones patrón de Fe(NO3)3 al 2% en ácido 
nítrico. 
Para llevar a cabo los análisis por ICP es necesario tener los átomos de la especie 
a analizar en disolución (ya sean ionizados o en estado fundamental).  Una vez 
introducida en la cámara de la muestra, la disolución es nebulizada por un 
capilar debido al paso de una corriente de gas a alta presión formándose 
finalmente un aerosol.  Este aerosol pasa a una cámara donde es puesto en 
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contacto con el plasma de Ar y los átomos son excitados llevando sus electrones 
a niveles electrónicos superiores.  Estos electrones volverán a su estado 
fundamental emitiendo fotones de una longitud de onda característica de cada 
elemento.  Esta energía es monocromada a la longitud de onda donde es más 
probable que se haya llevado a cabo la excitación del elemento a analizar y a la 
que no haya posibles interferencias.  Posteriormente la radiación pasa por un 
fotomultiplicador y es recogida y transformada en señal eléctrica por el detector.  
La señal eléctrica registrada es proporcional al número de fotones que la lleguen 
y por tanto al número de átomos excitados. 
8. Mediante la técnica de Relaxometría H-RMN se determinaron los tiempos de 
relajación, tanto T1 como T2, de los núcleos de hidrógeno desde su estado 
excitado hasta su estado fundamental. A partir de estos se calcularon los valores 
de relaxividad (Ri, 1/Ti, s-1, i = 1, 2)) de las suspensiones de nanopartículas, así 
como de las muestras de sangre se obtuvieron a través de la medición de los 
tiempos de relajación (Ti, s) a 37 ºC, empleando un campo magnético de 1.5 T y 
una secuencia T2 CP. El ajuste lineal de los valores de Ri a diferentes 
concentraciones de Fe permitió calcular el valor de relaxividad de las muestras 
(ri, s-1 mM-1) mediante la ecuación: Ri = Rbi + ri[Fe]. 
Las medidas se han realizado en un espectrómetro MINISPEC MQ60 de Bruker.  
El aparato basa su funcionamiento entorno a las propiedades del átomo de 
hidrógeno.  Éste posee una carga positiva en el núcleo y un espín nuclear que 
hace que posea un momento magnético.  Al aplicar un campo magnético, los 
momentos magnéticos nucleares de los átomos de los protones se alinearán en 
su dirección precesionando en torno a él a una frecuencia proporcional a la 
fuerza del campo magnético. 
Para detectar el campo magnético originado por los espines nucleares y aislarlo 
se suele aplicar secuencias de pulsos de radiofrecuencia de 90 y 180º para sacar 
fuera del estado de equilibrio a los espines e invertir la magnetización.  La 
secuencia de pulsos escogida depende del tipo de medida que se vaya a realizar.  
De esta manera se origina un campo magnético oscilante en el plano 
perpendicular al campo magnético aplicado que genera un voltaje alterno en las 
bobinas de detección que es la señal de RMN.  Esta señal es medida y decae a lo 
largo del tiempo debido a que los protones que están en estado excitado vuelven 
a su estado fundamental donde sus momentos magnéticos nucleares vuelven a 
alinearse con el campo (la señal de RMN decae por la relajación). 
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La relajación viene caracterizada por dos parámetros, T1 y T2. El T1 es conocido 
como el tiempo de relajación longitudinal o espín-red y mide la velocidad a la 
cual el sistema recupera el equilibrio a lo largo de la dirección del campo 
aplicado (eje z) después de la aplicación de la secuencia de pulsos de 
radiofrecuencia.  El T2 es conocido como el tiempo de relajación transversal o 
espín-espín y mide la velocidad con la que decae la señal en el plano xy después 
de aplicar la secuencia de pulsos. 
9. El ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) que emplea un 
anticuerpo para la detección específica del PEG se utilizó para la caracterización 
del recubrimiento de las nanopartículas modificadas con los diferentes 
polímeros.  Se tapizó la placa de ELISA con el anticuerpo PEG02 (5 µg/ml en PBS 
(80 µl/pocillo)) a 4ºC durante la noche.  Posteriormente se lavó la placa con PBS 
y se bloqueó PBS 1X/BSA 0.5% (180 µl/pocillo) durante 1 hora a temperatura 
ambiente.  Se preparó un lote inicial de nanopartículas a 0,5 mg/mL en PBS/BSA 
0,5% y se realizaron diluciones seriadas, añadiendo 80 μL por pocillo.  Se incubó 
durante 1 hora y se lavó 5 veces con PBS 1x.  Finalizado este paso, se lava de 
nuevo la placa 3 veces con PBS, y se incuba con el anticuerpo PEG02 biotinilado 
(2 µg/ml en PBS/BSA 0,5%) durante 1 hora.  Se lava de nuevo la placa 3 veces 
con PBS, y se incuba con el conjugado a Strep-Avidina HRP (80 µl/pocillo), 1 
hora a temperatura ambiente.  Se empleó la relación 12 µl de conjugado+ 18000 
µl de PBS/BSA 05%.  Finalmente, se lava 5 veces la placa con PBS 1X, y se añade 
el sustrato OPD a temperatura ambiente. Relación 10 µl H2O2/20 ml OPD (80 
µl/pocillo).  Y luego se para la reacción con H2SO4 2.5 M (40 µl/pocillo).  La 
lectura de los valores de absorbancia se realiza a 405 nm.  La técnica de ELISA 
también fue utilizada para la cuantificación de diferentes proteínas de la ruta 
metabólica del hierro (DMT-1, Ferroportina, y Ferritina) a partir de 
homogenados de hígado, riñón y bazo de rata.  Los anticuerpos monoclonales 
utilizados para la captura fueron Ab55735, Ab75973 y Ab85370.  Para la 
detección se empleó un anticuerpo secundario anti IgG conjugado a peroxidasa y 
se empleó como sustrato el OPD.  
Esta es una técnica de inmunoensayo en la cual un antígeno inmovilizado se 
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un 
producto detectable como cambio de color o algún otro tipo.  Existen diferentes 
clasificaciones del ELISA en función de cómo se realice la detección del antígeno 
y el revelado de la placa.  
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Se han desarrollado múltiples variantes de ensayos ELISA que permiten desde la 
cuantificación de un antígeno en solución, la detección de un anticuerpo en una 
solución (por ejemplo en el clonaje de anticuerpos monoclonales) o la 
determinación de la subclase (idiotipo) de un anticuerpo.  A continuación se 
describen los más comunes. 
ELISA directo (ensayo ELISA simple de dos capas).  Las placas ELISA se preparan 
recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se sospecha se encuentra 
el antígeno.  Se incuban con anticuerpos marcados que indican la presencia de 
antígeno en la solución analizada.  Es necesario incluir controles negativos que 
serán muestras del mismo tipo de las analizadas pero en las que se tenga la 
certeza de la ausencia del antígeno buscado.  Asimismo se incluyen controles 
positivos (soluciones donde se encuentra el antígeno buscado). 
ELISA indirecto. Las placas ELISA se preparan de la misma forma a la anterior. 
Los controles positivos y negativos son los mismos.  El sistema de detección 
emplea dos anticuerpos: uno primario contra el antígeno y uno secundario 
marcado contra el primario.  La detección tiene mayor sensibilidad por 
presentar una amplificación de señal debida a la unión de dos o más anticuerpos 
secundarios por cada primario.  Es el ensayo más popular, como lo es la 
inmunofluorescencia indirecta, pues un mismo secundario marcado y un mismo 
sistema enzimático permiten cuantificar una gran variedad de antígenos, por eso 
es un método más polivalente y barato, aunque se pierda algo de precisión por 
tener un eslabón más con respecto al método directo.  La dilución de la solución 
que contiene el anticuerpo primario (por ejemplo: suero sanguíneo) es un factor 
muy importante a tener en cuenta para evitar la aparición de falsos negativos, ya 
que si la muestra está muy diluida no saldrá positiva si la titulación de 
anticuerpos es muy baja.  Es decir, aunque los anticuerpos están presentes, la 
prueba no da positivo porque la concentración de anticuerpos específicos contra 
el antígeno que está pegado en el fondo del pocillo no es suficiente como para 
dar una señal detectable. 
ELISA ''sándwich'' (Ensayo de captura de antígeno y detección mediante 
inmunocomplejos).  Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el 
pocillo con un primer anticuerpo anti-antígeno.  Después de lavar el exceso de 
anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antígeno, que 
será retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo.  Después 
de un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una solución 
con un segundo anticuerpo anti-antígeno marcado.  Así pues cada molécula de 
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antígeno estará unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo 
anticuerpo, al menos, que lo marca.  Este ensayo tiene una gran especificidad y 
sensibilidad debido a la amplificación de señal que permite el segundo 
anticuerpo. 
10. La Cromatografía de Líquidos de Alto Rendimiento (HPLC) se utilizó para la 
cuantificación de los diferentes péptidos en los estudios de caracterización de las 
reacciones de unión péptido:nanopartículas.  Se empleó una columna Aeris 
PEPTIDE 3.6u XB-C18 de 250 x 4.6 mm.   
En la cromatografía líquida, la fase móvil es un líquido que fluye a través de una 
columna que contiene a la fase fija.  La separación cromatográfica en HPLC es el 
resultado de las interacciones específicas entre las moléculas de la muestra en 
ambas fases, móvil y estacionaria.  A diferencia de la cromatografía de gases, la 
cromatografía de líquidos de alto rendimiento (HPLC, de high-performance 
liquid chromatography) no está limitada por la volatilidad o la estabilidad 
térmica de la muestra.  La HPLC es capaz de separar macromoléculas y especies 
iónicas, productos naturales lábiles, materiales poliméricos y una gran variedad 
de otros grupos polifuncionales de diferente peso molecular.  Con una fase móvil 
líquida interactiva, otro parámetro se encuentra disponible para la selectividad, 
en adición a una fase estacionaria activa. 
La HPLC de fase reversa (RP-HPLC) empleada en esta tesis consiste en una fase 
estacionaria apolar y una fase móvil de polaridad moderada.  La fase 
estacionaria de esta cromatografía es la sílica tratada con RMe2SiCl, dónde la R 
es una cadena alquil de 18 C.  El tiempo de retención es mayor para las 
moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de carácter polar 
eluyen más rápidamente.  La HPLC ofrece una mayor variedad de fases 
estacionarias, lo que permite una mayor gama de estas interacciones selectivas y 
más posibilidades para la separación. 
11. La Electroforesis SDS-PAGE se utilizó para el estudio de unión de las proteínas 
LSL150 y LBL152 a NPM con diferentes tipos de recubrimiento.  Se emplearon 
geles lineales (15% acrilamida).  Estos fueron teñidos específicamente para 
proteínas con Coomassie brilliant blue R-250 (CBB).  La imágenes digitales de 
los geles fueron obtenidas con un escaner ScanJet 4c/T (Hewlett Packard) y 
analizadas con el software Image J v1.32. SDS-PAGE es el acrónimo en inglés de 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel 
de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico).  Es una técnica ampliamente 
utilizada en bioquímica, genética, biología molecular y ciencia forense para 
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separar las proteínas de acuerdo a su movilidad electroforética (en función de la 
longitud de la cadena polipeptídica, masa molecular, modificaciones 
postraduccionales y otros factores).  Gracias al SDS la mayoría de proteínas 
adquieren una relación carga/masa idéntica, por lo que se obtiene un 
fraccionamiento que obedece a: a la diferencia de peso, a la longitud de la cadena 
(tamaño) y a la forma de la proteína.  Es el método de electroforesis empleado 
con mayor profusión para analizar proteínas. 
12. Los estudios in vivo de Resonancia Magnética Nuclear (1,5 T Symphony 
Maestro class MRI Siemens scanner (Germany)) se realizaron empleando ratas 
Wistar como modelo animal.  Los parámetros empleados fueron los siguientes: 
Secuencia de pulsos: T2 Turbo Spin Eco (TSE) con Tiempo de Eco Time (TE) de 
64 ms and Tiempo de Repetición (TR) de 4000 ms.  La secuencia VIBE fue 
examinada también con TE = 4 ms y TR = 11,3 ms.  Las imágenes registradas se 
analizaron empleando la versión del programa eFilm 2.1.1.  Se midió la 
intensidad de dos áreas del hígado (0,4 cm2) y se utilizó como control un área 
(0,1 cm2) correspondiente al músculo.  Con las intensidades medidas de cada 
imagen Ii se determinó la relación (Ii- I0)/I0) en función del tiempo para seguir in 
vivo el proceso de absorción, residencia y excreción de las nanopartículas en el 
hígado. 
El aparato de adquisición de imágenes de RMN consta de un gran imán que 
genera un campo magnético, unas bobinas que corrigen las inhomogeneidades 
del campo magnético, unas bobinas de radiofrecuencia que emiten una señal a la 
parte del cuerpo que está siendo escaneada, unas bobinas receptoras que 
detectan la señal de retorno, unas bobinas de gradiente que suministra la 
localización espacial de las señales y un ordenador que reconstruye la imagen a 
partir de las señales de radiofrecuencia.  La intensidad de la señal vendrá dada 
por la densidad de protones (si forman parte de agua o de biomoléculas), los 
valores de T1 y T2 (determinan el tipo de relajación del protón) y el fluido (la 
intensidad disminuye si los protones se encuentran en una zona donde hay 
mucho movimiento de fluidos como en las arterias).  La adquisición de la imagen 
se lleva a cabo por la superposición espacial de las señales de RMN en cada vóxel 
del cuerpo tras haber aplicado la secuencia de pulsos y posterior conversión de 
éstas en la imagen aplicando la inversa de la transformada de Fourier.  Para 
seleccionar cada vóxel primero hay que fijar una determinada rebanada del 
cuerpo aplicando un pequeño campo magnético perpendicular al del imán con 
las bobinas de gradiente y posteriormente seleccionar la columna y la fila 
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deseada con las correspondientes bobinas de gradiente para esas direcciones.  
Para cada selección se lanza la secuencia de pulsos apropiada obteniendo por 
cada rebanada un mapa 2D de las señales RMN obtenidas.  Por último el 
computador realiza la operación inversa de la transformada de Fourier para 
obtener la imagen espacial rebanada a rebanada 
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